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RESUMO

As algas marinhas séo fontes promissoras de metabdlitos secundarios que podem ser
utilizados na industria farmacéutica. Caulerpa racemosa é conhecida como “uvas-do-
mar” e habita proximo a superficie arenosa em aguas profundas. E conhecida pelas
atividades biologicas como acdo antibacteriana, antifungica, antidiabética,
antioxidante, antinociceptiva, anti-inflamatéria e leishmanicida. O presente trabalho
teve como objetivo analisar o perfil quimico e a atividade leishmanicida das fracdes
obtidas através de extracdo em fase sélida (SPE) da alga C. racemosa contra a
espécie de Leishmania amazonensis. A alga foi extraida com etanol e o extrato
etandlico foi submetido ao fracionamento em SPE com metanol e 4gua em propor¢des
diferentes, sendo obtidas seis fracbes que foram analisadas por UPLC-ESI-qTOF-
MSE e submetidas ao testes de viabilidade celular em L. amazonensi. A analise
permitiu identificar os alcaloides: monometil caulerpinato, caulerpina, acido
caulerpinico, caulersina, acido caulerpinico e um novo composto derivado da
caulerpina que foi isolado e identificado por técnicas espectroscopicas como sendo o
etil metil caulerpinato, A atividade leishmanicida contra as formas promastigotas de L.
amazonensis do extrato etandlico e das fracdes de C. racemosa foi significativa nas
concentragdes de 5, 10 e 20 pg/mL. As principais substancias identificadas na espécie
C. racemosa foram alcaloides derivados da caulerpina e tanto o extrato etandélico bruto

como as fracbes SPE apresentaram atividade leishmanicida.

PALAVRAS-CHAVES: Caulerpa; metabolitos secundarios; atividade leishmanicida.



ABSTRACT

As seaweed is a promising source of secondary metabolites that can be used in the
pharmaceutical industry. Caulerpa racemosa is known as “sea grapes” and lives close
to the sandy surface in deep waters. It is known for biological activities such as
antibacterial, antifungal, antidiabetic, antioxidant, antinociceptive, anti-inflammatory
and leishmanicidal action. The present work aimed to analyze the chemical profile and
the leishmanicidal activity of the activated fractions through the continuous phase
extraction (SPE) of the algae C. racemosa against a species of Leishmania
amazonensis. An algae was extracted with ethanol and the ethanol extractor was
subjected to a relationship in the SPE with methanol and water in different proportions,
being considered six fractions that were analyzed by UPLC-ESI-qTOF-MSE and
subjected to cell viability tests in L. amazonensis. An analysis selected to identify
alkaloids: monomethyl caulerpinin, caulerpine, caulerpinic acid, caulersin, caulerpinic
acid and a new compound derived from caulerpin which was used and identified by
spectroscopic techniques such as methyl ethyl caulerpinato, a leishmanicidal activity
against L amazonensis from ethanol extract and from fractions of C. racemosa were
significantly affected at 5, 10 and 20 pg / mL. As the main substances identified in the
species C. racemosa, alkaloids used in kaolin and both or crude ethanolic extract, such

as the SPE fractions reported leishmanicidal activity were found.

KEYWORDS: Caulerpa; secondary metabolites; leishmanicidal activity.
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1. INTRODUCAO

Os oceanos abrigam grande parte da biodiversidade global, o que
configura ao ambiente marinho uma excelente fonte de produtos naturais
bioativos. Esses produtos, em sua maioria, ndo estdo disponiveis no ambiente
terrestre (SRIVASTAVA et al., 2010). Essa ampla diversidade de substancias
bioativas, tdo distintas estruturalmente foram produzidas pelos organismos
marinhos para adaptagcdo ao ambiente hostil (TEIXEIRA et al., 2013). Como
exemplo, acomodacdes para sobrevivéncia em substratos arenosos ou lodosos,
além de formacgdo, a partir de seus fragmentos residuais, de complexas
comunidades flutuantes como no Mar de Sargacos e no Triangulo das Bermudas
(OLIVEIRA et al., 2009).

A sintese desses produtos naturais ou metabolitos secundarios ocorrem
em grupos especificos de organismos, tais compostos atuam como mediadores
de interacdes ecoldgicas. Dentre esses organismos, enquadram-se as algas
marinhas verdes (CABRITA et al., 2010; TEIXEIRA et al.,, 2013). Estudos
guimicos cientificos sobre produtos naturais oriundos de algas no mundo,
principalmente no Brasil sdo importantes para contribuir com as pesquisas
cientificas nos ramos da industria farmacéutica e alimenticia, tendo em vista que
elas participam como proponentes promissores na elaboracdo de alimentos
funcionais e nos ambitos de saude e bem-estar (ZUBIA et al., 2019).

Nesse contexto, 0 género Caulerpa tem sido estudado, o qual é bastante
variado e comporta mais de 100 espécies reconhecidas em todo o mundo
(MARINLIT, 2020). A literatura relata ampla variedade de substancias isoladas
nas espécies do género Caulerpa entre elas, alguns alcaloides (AGUILAR-
SANTOS, 1970; MAO et al., 2006; LIU et al., 2012; ORNANO et al., 2014),
terpenos e esteroides (GUERREIRO et al., 1992; SMYRNIOTOPOULOS et al.,
2003; LIU et al., 2013). Estudos demonstram que extratos e metabdlitos
secundarios de espécies do género Caulerpa exibem propriedades
farmacoldgicas de interesse como antibacteriana (SMYNIOTOPOULOS et al.,
2003; SRIVASTAVA et al., 2010; CHANDRASEKARAN et al., 2014), antifungica
(LIU et al., 2013), antidiabética (SHARMA et al., 2014), antioxidante (SHALABY
et al., 2011), antinociceptiva (DA MATTA et al., 2011; SOUZA et al., 2009;
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CAVALCANTI-SILVA et al., 2014), anti-inflamatdéria (BITERCOURT et al., 2011;
SUN et al., 2018) e antiparasitaria (SOARES et al., 2012).

SOUSA (2016) em estudo com Caulerpa racemosa coletada na Paraiba-
Brasil isolou a caulerpina (CLP), um alcaloide natural encontrado em espécies
deste género, a qual foi utilizada como substrato de partida para a sintese do
acido caulerpinico, a partir dele nove novos analogos foram produzidos através
de semi-sintese. Apesar de ter sido sintetizado no estudo citado acima, o acido
caulerpinico € um produto natural isolado das espécies C. sertulariodes
(SCHWEDE et al., 1987), C. mexicana (PAUL et al., 1987), como também de C.
racemosa (AGUILAR-SANTOS, 1970; NIELSEN et al., 1982; ANJANEYULU et
al.,, 1991; ORNANO et al., 2014). Tal trabalho comprovou a atividade
leishmanicida contra espécies de Leishmania amazonensis do &cido
caulerpinico conseguido a partir da caulerpina (CLP). Além do mais, fracao
polissacaridica extraida da C. racemosa, coletada na costa de Fortaleza-Brasil
foi efetiva na inibicdo no crescimento de promastigotas de L. amazonensis
(PIRES et al., 2013).

Neste contexto, vale esclarecer que as leishmanioses sdo doencas
infecciosas pertencentes ao grupo de doencas tropicais negligenciadas causada
por protozoarios do género Leishmania (LAINSON, 1987) que afeta
principalmente paises em desenvolvimento e de clima tropical como Brasil,
Etidpia, india, Quénia, Somaélia, Suddo do Sul e Suddo, mas com ocorréncia em
mais de 98 paises. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude ela é uma
das sete doencas tropicais mais importantes do mundo, na sua forma mais grave
(leishmania visceral) a taxa de letalidade ultrapassa 95%. Portanto, ela
representa sério problema para a salde mundial e do Brasil (TORRES-
GUERREIRO et al., 2017; PALIC, 2019).

Posto isto, as pesquisas relacionando os produtos naturais tém sido
exploradas nos ultimos anos, uma vez que elas podem proporcionar bons
resultados em suas acdes biologicas, a fim de ampliar as opcbes para o
tratamento de doencas como a leishmaniose. Tais trabalhos podem ser mais
precisos por causa dos avancos na performance das inovacdes tecnoldgicas em
cromatografia liquida, de ultra pressao, acopladas a espectrometria de massas

de alta resolucao, tal qual permite suporte para uma infinidade de estudos
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metabolémicos em espécies vegetais, assim como em outros organismos
(FARAG et al., 2012; SUMNER et al., 2003).

Sendo assim, o presente trabalho tem como objetivo contribuir com o
estudo de metabdlitos secundarios da C. racemosa usando UPLC-PDA-gTOF-
MS?, bem como avaliar o potencial leishmanicida das fracdes obtidas por
extracdo em fase sélida (SPE), a partir do extrato etandlico, dada a importancia
epidemiologica da leishmaniose e considerando os relatos na literatura referente

aos estudos com a espécie C. racemosa e suas atividades bioldgicas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CARACTERISTICAS MORFOFISIOLOGICAS E TAXONOMICAS DAS
ALGAS DO GENERO CAULERPA

A familia Caulerpaceae é da ordem das Bryopsidales (Ulvophyceae,
Chlorophyta) representada por um unico género Caulerpa (WYNNE, 2005). Em
pesquisas recentes de filogenia baseando-se em reconstru¢cdo de genomas de
cloroplasto, a Caulerpaceae foi colocada em uma classificacao diferente, sendo
essa considerada parente de uma Halimedaceae mais amplamente circunscrita.
Esta nova classificacdo retune as familias Pseudocodiaceae, Rhipiliaceae e
Udoteaceae, além de designar nova divisdo de tribos para as diferentes
linhagens descobertas, a qual incluiu duas delas ainda néo descritas (CREMEN
et al., 2018).

O género Caulerpa contém cerca de 160 espécies com nomes no banco
de dados (BASEALGAE), dentre os quais 97 foram sinalizados como
taxonomicamente aceitos com base na literatura listada sob o nome da espécie
(GUIRY, 2020). Observa-se nesse género um tanto de variacdo morfolégica com
o habitat (Figura 1), a exemplo disto, a alga Caulerpa racemosa possui quatro
variagoes: C. racemosa var. uvifera (C. Agardh) J.Agardh (1873), C. racemosa
var. clavifera (Turner) Weber Bosse (1898), C. racemosa var. disticha
V.J.Chapman (1977) e C. racemosa var. mucronata L. N. de Senerpont Domis
(2003) (BELTON et al., 2019; GUIRY, 2020).

As caulerpas sdo encontradas em abundancia em aguas marinhas rasas,
em regides tropicais e subtropicais, com algumas espécies se estendendo para
o Mar Mediterraneo e regides temperadas da Australia (GUIRY, 2020). No Brasil,
localiza-se algumas na regido Nordeste, especificamente no litoral de
Pernambuco e Arquipélago de Fernando de Noronha, tendo sido identificadas
17 espécies na regido (PERREIRA et al, 2002; OLIVEIRA-CARVALHO et al.,
2003). Além dessas, na Paraiba, exclusivamente no municipio de Pitimbu, 5
espécies de Caulerpa: C. lanuginosa J. Agardh, C. kempfii (Forsskal) J. V.
Lamouroux, C. kempfii A. B. Joly & S. Pereira, C.mexicana Sonderex Kutzing,
C. verticillata J. Agardh e C. sertularioides foram referidas (LUCENA et al., 2007).
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Morfofisiologicamente, as algas deste género consistem numa Unica
célula multinucleada, e se diferenciam das outras algas verdes coenociticas pela
presenca de crescimento da parede celular, formando uma estrutura
denominada trabécula, cujo conjunto constitui uma anastomose, servindo de
suporte estrutural (ZUBIA et al., 2019). Essas algas possuem uma organizacao
de talo coenocitico, ou seja, cada talo € essencialmente uma Unica célula que se
desenvolve em um complexo sistema de sifées ramificados. O estoldo horizontal
€ ancorado por rizoides incolores e ramos verticais que englobam ramificacdes
distintas e servem para identificacdo das espécies (BRAYNER et al., 2008)
(BELTON et al., 2019; GUIRY, 2020)

O desenvolvimento dessas algas da-se em qualquer tipo de substrato, e
sua proliferacédo é facilitada pela capacidade de sintetizar algumas toxinas que
inibem o crescimento de outras algas préximas (GALGANI, 1996). Entretanto,
sdo muito sensiveis a algumas condicbes ambientais como, por exemplo,
salinidade, irradiancia, temperatura e concentracao de nutrientes (CHEN et al.,
2019)

Ao que concerne o ciclo da vida das caulerpas, a literatura relata poucos
estudos acerca de sua descricdo, apesar de ser um importante elemento para
entender a sua biologia. Sabe-se que as espécies de Caulerpa tém um ciclo de
vida sexual diplomatico: uma fase vegetativa diploide (2n) e outra biflagelada
haploide (1n) no que corresponde aos seus gametas (CLIFTON., 1999;
COLLADO-VIDES, 2002).

Elas se reproduzem especialmente de forma assexuada (onde ndo ha
presenca de gametas) pela fragmentacdo do stélon, no entanto, a reproducéo
sexual (presenca de gametas) ocorre em algumas espécies por anisogamia
holocéarpica. A formacdo de seus gametas advindo da meiose acontece na
gametogénese, esta etapa processa-se em areas ndo modificadas do talus, os
gametas produzidos sao liberados em extrusdes gelatinosas através de papilas
superficiais. Na C. okamurai o sistema é mondico, ou seja, com ambos 0S Sex0s
separados por todo o talus, enquanto na C. prolifera o sistema é dibico, nao
existe a separacdo (GUIRY, 2020). As historias de vida das espécies deste
género sdo variadas, elas podem apresentar diferentes niveis de ploidia,
ademais de diferentes dominios de fase em distintas regides geogréficas (ZUBIA
et al., 2019).
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A respeito da Caulerpa racemosa, ela é conhecida como “uvas-do-mar”,
seu habitat é préximo a superficie arenosa em aguas profundas (chegando a 100
metros de profundidade) de mares temperados e tropicais. Morfologicamente,
consiste numa célula multinucleada, ndo-septada, com cloroplasto livre e possui
uma rede de fibras proteicas que ajudam no movimento de suas organelas.
Externamente observa-se pequenos “galhos” curtos e eretos, os quais sao
extensdes do estoldo horizontal que servem para ancora-las no substrato, esses
pequenos galhos atingem até 30 cm de comprimento. A sua reproducdo se da
por fragmentagado (assexuada) e seu crescimento ocorre nos meses de abril a
dezembro, tendo variagcdes morfoldgicas de acordo com o local de proliferacao.
Em aguas calmas e turvas aparecem muitos galhos eretos, enquanto proximas

as rochas e corais apresenta ramos curtos e fortes (KUMAR et al., 2019).
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Figura 1. Anatomia e variacdes morfologicas em espécies do Género Caulerpa
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Fonte: ZUBIA et al., 2019

2.2 COMPOSIGAO QUIMICA DAS ALGAS DO GENERO CAULERPA

As substancias organicas encontradas em qualquer organismo s&o
provenientes de seu metabolismo, o0 conjunto de reacdes quimicas que
continuamente ocorrem no interior de uma célula viva. Os processos reacionais
sdo descritos por vias metabdlicas que incluem fragmentacéo (catabolismo) e
construcdo (anabolismo) de moléculas, designadas como metabdlitos
(KERBAUY, 2004).

Separam-se esses metabdlitos em dois grupos principais: 0s primarios e
os secundarios. No primeiro localizam-se os carboidratos, lipidios, proteinas e
acidos nucléicos (DNA e RNA), todos esses sdo materiais poliméricos formados
por blocos construtores menores. Os carboidratos sdo construidos por unidades
de acgucares, ao passo que as proteinas sédo arranjos de aminoacidos e os 4cidos
nucléicos baseados em mondmeros de nucleotideos, todas elas consideradas
desde sempre essenciais a sobrevivéncia de todos os seres vivos (TAIZ, 2009).

O segundo grupo dispbe-se em menores propor¢cdes (quando
comparados aos primarios). A principio ndo possuem funcdo direta nos

bY

processos fisiolégicos inerentes a vida, tais compostos encontram-se em
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organismos especificos. Eles sdo uma expresséao da individualidade da espécie,
além de nédo serem produzidos constantemente, por isso a sua distribuicao é
mais limitada (DEWICK, 2009). Na maioria dos casos a funcionalidade para o
organismo produtor € desconhecida, mas entende-se que muitos deles
funcionam como mediadores quimicos nas interagcdes organismo-ambiente, na
defesa frente a predadores e entre outras funcbes, de modo que favorece a
permanéncia da espécie no ambiente (TAIZ, 2009; TEIXEIRA et al., 2013).

As rotas biossintéticas para a producdo de metabdlitos secundarios
apresentam alta complexidade, sofrem influéncia direta de fatores ambientais
(luz, temperatura, solo, agua etc.) e sdo dependentes do material genético.
Juntos, esses fatores modulam a qualidade e a quantidade dos produtos gerados
pelo organismo (GOBBO-NETO et al.,, 2007). Apesar de serem oriundos de
processos complexos e possuirem uma grande diversidade estrutural, todos
estes se originam a partir de substratos advindo do metabolismo primario
canalizados por quatro vias metabdlicas principais (Figura 2): acetato, acido
chiquimico, mevalonato e fosfato de desoxililulose. Entre os principais grupos de
produtos naturais, ha os fendis, prostaglandinas, acidos graxos, derivados

cindmicos, lignanas, alcaloides, terpenoides e esteroides (DEWICK, 2009).
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Figura 2. Principais rotas biossintéticas envolvidas na sintese de metabdlitos
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2.2.1 Artigo de revisao

A fim de obter um panorama mais abrangente do perfil quimico das algas
do Género Caulerpa e principalmente da Caulerpa racemosa foi elaborada uma
proposta de artigo de revisdo intitulado “PERFIL QUIMICO E ATIVIDADES
BIOLOGICAS DAS ALGAS DO GENERO CAULERPA”. O artigo possui dados
acerca dos compostos identificados tanto na C. racemosa, como também em
outras espécies de mesmo género. A revisdo estende-se ainda para as
atividades biologicas atribuidas aos extratos/fracfes e os compostos. Para tanto

consultamos as bases de dados “Scifinder”, “Webofscience”, “Algaebase” e
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“Marinlit” reunindo os principais trabalhos com ano de publicacdo de 1966 a

2020. O artigo encontra-se em anexo (Anexo 1).

2.3 LEISHMANIOSES

2.3.1 Epidemiologia das Leishmanioses

A leishmaniose é uma doenca tropical infecciosa causada por protozoarios
parasitas intracelulares do Género Leishmania (Ordem Kinetoplastida, Familia
Trypanosomatidae) transmitidos por picada de flebotomineos fémea, em
especial do Género Phlebotomus, em paises do velho mundo e Lutzomyia, em
paises do novo mundo, podendo afetar tanto humanos como animais (WHO,
2019).

Apresenta-se em trés principais manifestacdes clinicas: leishmaniose
cutanea, leishmaniose mucocutanea e leishmaniose visceral (calazar), as quais
variam de acordo com a espécie do parasita, sistema imunolégico e carga
genética do hospedeiro (ANDRADE-NARVAEZ, 2001; SUNYOTO, 2018). A
manifestacdo clinica cutanea da doenca afeta macrofagos residentes da pele,
causando ulceras que cicatrizam lentamente, principalmente na regido da face,
bracos e pernas, enquanto a manifestacdo mucocutanea leva a destruicao
parcial ou total das membranas mucosas da boca, nariz e garganta, podendo
causar deformacdes. A manifestacao visceral € crbnica e afeta as células do
sistema de fagocitos mononucleares do figado, baco, medula éssea, linfonodos
e intestino, ocasionando hepatoesplenomegalia, linfoadenopatia, pancitopenia,
anemia, hipergamaglobulinemia e leucopenia ou trombocitopenia, febre, apatia
e morte (YAMTHE, 2017; BENNIS, 2018; WHO, 2019).

Em relacdo as espécies do parasita que acarretam as diferentes
manifestacdes clinicas, a leishmaniose cutanea é causada por uma grande
variedade de espécies de Leishmania, incluindo Leishmania mexicana, L.
amazonensis, L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis, L. aethiopica, L.
venezuelensis, L. lainsoni, L. shawi, L. peruviana, L. naiffi, L. lindenbergi, L.
infantum, L. martiniquensis e L. waltoni no Novo Mundo e L. tropica, L. aethiopica
e L. major no Velho Mundo. Ao passo que as espécies de Leishmania que
causam leishmania visceral incluem L. donovani, L. infantum, L. martiniquensis
e L. tropica (YAMTHE, 2017).



26

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a leishmaniose
pertence ao grupo de Doencas Tropicais Negligenciadas porque afeta
principalmente as populacdes mais precérias das regides tropical e subtropical
do planeta, locais onde o mosquito habita (WHO, 2019). A maior prevaléncia da
doenca em regides pobres estd associada a condi¢cbes de vida precarias, mal
nutricdo, desmatamento, deslocamento e aumento da populacdo e falta de
saneamento basico (SOUSA, 2016; SUNYOTO, 2018). E considerada uma das
sete doencas tropicais mais importantes, perdendo apenas para malaria como a
doenca parasitaria que mais mata no mundo, portanto, representa um Sério
problema para a saude publica mundial (TORRES-GUERREIRO, 2017).

Distribui-se mundialmente, tendo prevaléncia em cerca de 98 paises,
dispostos pelos continentes da Asia, Africa, nas Américas e no Mediterraneo.
Entre 12 e 15 milhdes de pessoas no mundo estédo infectadas e 350 milhdes
estdo em risco de contrair a doenca. Estima-se que 700 mil a 1 milh&o de novos
casos ocorrem a cada ano, com cerca de 40 a 60 mil dbitos anuais. A leishmania
cutdnea € a manifestagdo clinica mais comum da doenga, registrando entre
700.000 a 1 milh&o de novos casos a cada ano, sendo mais de 70% dos casos
registrados em somente 10 paises, dentre 0s quais encontra-se o Brasil e outros
paises (Afeganistao, Argélia, Coldmbia, Costa Rica, Etiopia, Republica Islamica
do Iran, Peru, Sudado e Siria). A leishmania visceral é a forma mais grave de
leishmaniose, registra cerca de 50 a 90 mil casos a cada ano no mundo, porém
estima-se que somente 25% a 45% dos casos séo reportados e dos reportados
mais de 90% ocorrem em apenas seis paises (Brasil, india, Bangladesh, Sudao,
Sudao do Sul e Etiépia) (ALVAR, 2012; YAMTHE, 2017; PALIC, 2019; WHO,
2019).
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2.3.2 Atividade leishmanicida dos extratos/fracdes de algas

Na literatura encontram-se estudos com espécies de algas marinhas que
obtiveram acéo biolégica contra espécies de Leishmania sp.

A respeito disto, um estudo com quatro espécies de algas, trés algas
marrons Bifurcaria bifurcata (R. Ross), Dictyopteris polypodioides (A.P. de
Candolle) J.V. Lamouroux, Dictyota dichotoma (Hudson) J.V. Lamouroux e a
alga vermelha Dilsea carnosa (Schmidel) Kuntz foram coletadas na costa da
Franca, as quais tiveram extrato preparado com o solvente acetato de etila. As
solucdes extrativas de cada espécies foram testadas in vitro contra eritrocitos
infectados com amastigotas de Leishmania donovani exibindo atividade
leishmanicida significativa, a qual foi evidenciada pelos dados de concentracao
inibitoria (IC50) em 3,8 pug/ml para a espécie B. bifurcata, 10,8 pg/ml para D.
polypodioides, 8,8 pg/ml para D. dichotoma e 9,5 pg/ml para D. carnosa
(VONTHRON-SENECHEAU, 2011).

Ainda, em outro estudo, algas marinhas Caulerpa sertularioides,
Gracilaria corticata, Gracillaria salicornia e Sargassum oligocystum, coletadas da
costa do Golfo Persa, tiveram seus extratos aquosos (a quente e a frio) testados
para atividades in vitro contra formas promastigotas da Leishmania major. Os
resultados mostraram que todos o0s extratos preparados possuem atividade
leishmanicida e seus dados de concentracdo inibitéria para o extrato de agua
quente foram: IC50 < 85 pg/ml, para C. sertularioides, IC50 < 38 ug/ml para
Gracilaria corticata, IC50 <46 ug/ml para G. salicornia e IC50 <78 ug/ml para
Sargassum oligocystum, enquanto que os valores para extratos de agua fria
foram: IC50> 125 pg/ml para C. sertularioides, IC50> 65 pg/ml para G. corticata,
IC50> 74 pg / ml para G. salicornia e IC50 > 105 pyg / ml para Sargassum
oligocystum (FOULADVAND, 2011).

Além disso, um estudo realizado no Rio de Janeiro investigou a acéo
leishmanicida de duas populagbes da alga vermelha Laurencia dendroidea. A
primeira populacédo (A) foi coletada em Angra dos Reis - Rio de Janeiro e a
segunda populacéo (B) em Manguinhos - Espirito Santo. Para tal foi utilizado o
extrato lipofilico bruto, o qual apresentou boa atividade contra as formas
promastigotas da Leishmania amazonensis, com IC50 = 17,9 + 1,3 ug/mL para

o extrato A e IC50 = 34,2 + 1,5 yg/mL para o extrato B. O extrato A também foi
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ativo para as formas amastigota de L. amazonensis com valores de IC50 de 8,7
+0,7ug/ mLe 10,8 £ 2,3 ug / mL, respectivamente (MACHADO, 2011).

Em estudo realizado com espécie da alga vermelha Bostrychia tenella J.
AGARDH (Rhodomelaceae, Ceramiales) coletadas da costa de Sao Paulo, as
amostras foram submetidas a extracdo com solventes diclorometano e metanol
na proporcao 2:1. O extrato resultante foi fracionado por particdo com solventes
organicos (hexano e diclorometano) formando as fracdes n-hexano (BT-H) e
diclorometano (BT-D), que mostraram potencial leishmanicida em testes
biolégicos com L. amazonensis. Posteriormente, por cromatografia em coluna
(Silica Gel) as fracbes BT-H e BT-D produziram as subfracbes H02, HO3, D01 e
D02, as quais foram também ativas contra L. amazonensis exibindo valores de
IC50 de 1,5, 2,7, 4,4 e 4,3 ug / mL, respectivamente (FELICIO, 2010).

Pesquisa realizada com a alga marrom Canistrocarpus cervicornis
coletada em Pernambuco confirmou a acdo leishmanicida dos extratos de
acetato de etila, metandlico, diclorometano, da fracdo acetato de etila e do
composto diterpeno, 4-acetoxydolastane, isolado por cromatografia (Silica em
Gel) contra formas promastigotas da L. amazonensis, obtendo IC50 em 50
Mg/mL, 100 ug/mL, 20 ug/mL, 8 ug/mL e 2 ug/mL, respectivamente (SANTOS,
2011).

Além dos estudos supracitados envolvendo algas de diversos géneros, a
atividade leishmanicida foi também relatada em estudos com a espécie C.
racemosa. Uma amostra que foi coletada do Mar Mediterraneo teve seu extrato
metabolico testado contra formas amastigotas de L. Donovanii, sendo este
efetivo no combate ao parasita com IC50 em 22,6 pg/mL (SUZGEC-SELCUK,
2011). Além disso, a fracdo de polissacarideos sulfatados extraida de C.
racemosa coletada na costa de Fortaleza foi purificada e testada por meio de
ensaios in vitro, demonstrando a¢ao significativa na inibicdo no crescimento de
promastigotas de L. amazonensis obtendo um valor de IC50: 34,5 ug/mL (PIRES
et al., 2013).

Ainda, o extrato etandlico de C. racemosa coletada da costa do Paquistédo
foi testado contra formas promastigotas da L. Major, confirmando atividade
significativa com IC50 em 37,5 ug/mL. Nesse mesmo estudo foi testado também
0 extrato de outra espécie de Caulerpa, a C. faridii com IC50 em 34 pg/mL
(SABINA et al., 2005).
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Neste contexto, os estudos com produtos naturais das algas marinhas se
tornam uma importante fonte de pesquisa para alternativas de tratamento contra
a leishmania e outras doencas. Tendo em vista que a maioria dos medicamentos
atualmente disponiveis no mercado para o tratamento das leishmanioses séo
caros, bem como exigem um longo periodo de uso e causam grande quantidade
de efeitos colaterais, por isso a necessidade do desenvolvimento de novas
terapias (LIRA, 2015). Assim sendo, a proposta para este trabalho é contribuir
com os estudos acerca dos metabolitos secundéarios da C. racemosa e testar
suas fracOes obtidas por extracdo em fase solida (SPE) frente a formas

promastigotas de L. amazonensis.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Investigar o perfil quimico das fracGes obtidas por extracdo em fase solida
(SPE) e verificar a atividade leishmanicida frente a formas promastigotas de

Leishmania amazonensis.

3.2 ESPECIFICOS

1. Obter as fracOes através de SPE e em cromatografia em coluna (CC) a

partir do extrato etandlico da alga C. racemosa;

2. Analisar o perfil quimico por UPLC-DAD-gqTOF-MS? das fracbes de C.

racemaosa,

3. Avaliar a viabilidade de espécies de L. amazonensis frente as fracdes de
SPE da alga C. racemosa.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS E REAGENTES

Os experimentos foram realizados utilizando-se um cromatégrafo liquido
de ultra eficiéncia ACQUITY UPLC H-Class (Waters Corporation, Milford, MA,
EUA), acoplado a um espectrometro de massas Quadupolo—Tof (Xevo G2-XS
QTof, Waters, EUA) com ionizagcdo por eletrospray (ESI). As separacdes
cromatograficas foram realizadas utilizando uma coluna ACQUITY UPLCTM
BEH C18 (2,1 x 50 mm, 1,7um, Waters, EUA) a 40°C. A fase movel binaria
consistiu-se em agua 0,1% de acido férmico (fase mével A) e acetonitrila 0,1%
de &cido formico (fase mével B). O fluxo foi de 0,4 mL/min e o volume de injecao
foi de 3,0 yL. O gradiente de eluigao utilizado foi: 0.0 a 8.0 min 40% - 99% de B;
8.0 a 9,0 mim — 99% de B, o monitoramento foi feito a 340 nm.

O espectrémetro de massas foi operado em modo negativo e positivo de
ionizacao (ESI" e ESI") no modo sensibilidade. A detecgéo foi implementada no
modo centr6ide MSE em uma faixa de massa de 50-1200 Da. Todas as andlises
foram realizadas utilizando o lockspray para garantir a preciséo e
reprodutibilidade dos valores de massas. Leucina-encefalina (5 ng.ml?) foi

utilizado como padréo/referéncia para calibracéo.

4.2 MATERIAL VEGETAL

As amostras da alga Caulerpa racemosa foram coletadas na Praia de
Ponta de Campina e no litoral da cidade de Pitimbu, coordenadas 7*07°31”S;
34*49'25”, no Estado da Paraiba/Brasil. A coleta e a identificacdo foram feitas
pelo Prof. Dr. George Emmamuel Cavalcanti de Miranda do Departamento de
Biologia Molecular/fCCEN/UFPB e uma exsicata foi depositada no herbario
Professor Lauro Pires Xavier da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) com
o numero JPB 62814. O material coletado foi seco ao sol, posteriormente

separado de outras epitetas e submetido a exaustiva extracdo com etanol.
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4.3 OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO E FRACOES POR
EXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPE)

A alga C. racemosa (200,0 g) foi extraida com etanol exaustivamente em
banho de ultra-som. O extrato foi filtrado e concentrado usando um evaporador
rotativo fornecendo o extrato etandlico (2,0 g). Uma parte do extrato etandlico
(1,0 g) foi dissolvida com metanol e agua desionizada acidificada (acido acético)
(pH 2). O cartucho Phenomenex C-18 SPE foi condicionado com 10 mL de
metanol e 10 mL de agua deionizada. A seguir, 0 extrato ja solubilizado foi
aplicado no cartucho e lavado com 10 mL de agua deionizada e eluido com 10
mL de solucbes de metanol e 4gua nas proporcdes 10:90; 30:70; 50:50; 70:30;
100:0, respectivamente e por fim o cartucho foi eluido com 10 mL de Acetato de
Etila (AcOEt), restando ao fim 06 fracdes de SPE (Esquema 1).

As fracdes coletadas foram evaporadas até eliminacdo do solvente,
solubilizadas e filtradas através de um filtro de membrana de 0,45 um. Uma parte
de cada fracdo foi injetada em UPLC-ESI-qTOF-MS? e outra foi conduzida para

realizacdo do teste de viabilidade celular com a espécide L. amazonensis.

4.4 OBTENCAO DAS FRACOES POR CROMATOGRAFIA EM COLUNA
(CC)

O extrato bruto etandlico de Caulerpa racemosa foi submetido a
cromatografia de adsor¢cdo em coluna aberta (CC), utilizando silica gel da Merck
(@ um 63-200) usada como fase estacionaria e seguindo a metodologia descrita
por LIRA (2013) com algumas modificacdes. Os eluentes foram os solventes
hexano e cloroférmio, com a seguinte ordem de eluicdo e propor¢ao: hexano
puro; hexano:cloroformio (1:1); hexano:cloroférmio (8:2) e cloroférmio puro.

As fracdes foram coletadas de acordo com a eluigéo, sendo deixado cerca
de 3 mL por recipiente, a seguir foram concentradas em evaporador rotativo e
reunidas de acordo com o seu perfil cromatografico comparado ao perfil do
padrdo da caulerpina apos Cromatografia em Camada Delgada Analitica
(CCDA) e analise em lampada ultravioleta. Ao fim do procedimento obteve-se
oito fragBes (Esquema 1). O anélogo da caulerpina foi obtido na quarta fragéo,

coletada como um p6 de cor vermelha intensa e brilhante, o qual apés seco foi
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submetido a andlise de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de
'H) para confirmacgédo de sua estrutura molecular.

Esta etapa da cromatografia foi realizada com colaboracdo do aluno
Vinicius Anténio Barbosa Goncalves sob orientacdo da Profa. Dr. Barbara
Viviana de Oliveira Santos do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica/UFPB -
Campus I.

Todas as fragcbes foram preparadas para serem injetadas no UPLC-ESI-

gTOF-MS? para andlise dos constituintes quimicos.



Esquema 1. Etapas de extracao da Caulerpa racemosa
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Material bruto]

Fr 10% MeOH

(35 mQ)

"Fr 30% MeOH

(55 mQ)

Extracao em fase
soélida (SPE)

(1,0 9)

Fr 50% MeOH
(14 mq)

(200 g)

Extrato
etanodlico

(2,0 9)

Fr 70% MeOH

(22 mg)

Fr 100% MeOH

(50 mg)

Fr AcOEt

(25 mg)

Extracdo em coluna

I cromatografica (CC)

(1,0 9)

Fr oleosa 1

Fr oleosa 2

Fr oleosa 3

Analogo

Verde 1

Verde 2
Verde 3

Verde 4
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4.5 ATIVIDADE LEISHMANICIDA

4.5.1 Biosseguranca

Todos os procedimentos experimentais foram realizados utilizando-se
equipamentos de protecdo individual (EPIs) adequados (cabine de seguranca
bioldgica classe I, jalecos, luvas, mascaras) e seguindo normas de boas praticas
laboratoriais. Os materiais utilizados foram tratados com soluc¢do de hipoclorito de
sédio 1% e os residuos gerados desprezados em descartes apropriados e
recolhidos pela empresa responsavel pela coleta de materiais contaminados da
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA). Os
procedimentos foram realizados no laboratorio de Imunologia Celular e Molecular

da UFCSPA com a colaboracéo do Prof. PhD. Pedro Roosevelt Torres Romé&o.

4.5.2 Cultura de formas promastigotas de L. amazonensis

Formas promastigotas de L. amazonensis (MHOM/BR/73/M2269) foram
mantidas a 26 °C em meio M199 suplementado com 40 mM de HEPES, 0,1 mM
deadenina, 7,7 mM de hemina, biotina, 10% de SBF, 50 U/mL de penicilina e 50
pMg/mL deestreptomicina (DAGNINO et al., 2015).

4.5.3 Atividade leishmanicida das fracdes de c. racemosa sobre formas

promastigotas de L. amazonensis

Formas promastigotas de L. amazonensis em fase estacionaria de
crescimento (3 x10%/pogo) foram incubadas com M199 (controle) ou diferentes
concentracdes (1-50M) das fracGes de C. racemosa e apos 48 horas de incubacgéo
a viabilidade foi determinada através de ensaio colorimétrico com 3 (4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio brometo (MTT). Para os ensaios, as fragds de
C. racemosa foram diluidas sem PBS estéril e DMSO (concentracéo final menor que
0,05%). Anfoterina B a 1 uM foi utilizada como farmaco de referéncia (100%

mortalidade) (MARTINS et al., 2018).
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4.5.4 Anédlise estatistica

Os dados foram analisados pelo teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov.
As variaveis paramétricas foram comparadas por analise de variancia (ANOVA) de
uma via seguida pelo teste de Bonferroni usando o Programa GraphPad Prism

versao 5.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE DAS FRACOES OBTIDAS DE SPE POR UPLC-PDA-QTOF-
MSE

Dispondo dos dados de UPLC-DAD-qTOF-MSE, foi possivel a tentativa de
identificacdo de cinco compostos nas fragcdes de SPE (Tabela 1). Os compostos
listados foram sugeridos baseando-se nos espectros de ultravioleta (UV),
espectrometria de massas e em comparacdo com dados da literatura de
substancias identificadas anteriormente na C. racemosa, ou em outras espécies de
mesmo Género. As analises do espectro de massas foram realizadas nos modos
de ionizacdo positivo e negativo, porém a visualizacdo dos ions produtos foi mais
bem observada em modo positivo. Isso pode ocorrer porque essas substancias séo
sugeridas como alcaloides, os quais dispde em sua estrutura quimica de pelo
menos um nitrogénio, o que configura a essas substancias carater basico, sendo
capaz de aceitar proton (H*) e apresentar melhor formacao de ions produtos nos
espectros obtidos por ESI em modo positivo. Nesses espectros observou-se ions
produtos frequentes [M+H]* e [M+Na]*. Através da analise dos espectros de UV foi
possivel observar, também, que as substancias estéo localizadas principalmente no
tempo de retencao de 0 a 4 minutos com absorbancia entre 221 nm a 348 nm.

Os dados mostrados nas Tabelas de 1 a 6 foram reunidos de forma agrupada,
baseada nas classes de substancias encontradas nas fracées. Nas Figuras de 4 a
15 encontram-se o0s cromatogramas de absorcdo no ultravioleta (UV) e os
cromatogramas do ion pico base obtidos para todas as fracdes SPE.

Todos 0os compostos descritos nas Tabelas 1 a 6 sdo metabdlitos secundarios
da alga Caulerpa racemosa, entre essas substancias encontram-se os alcaloides,
especificamente do grupo dos que possuem anel inddlico, com as analises dos
espectros de massas, identificaram-se: &cido caulerpinico (1), monometil
caulerpinato (2), caulerpina (3), etil metil caulerpinato (11) e caulersina (16). Os
compostos de 1 a 4 apresentam em comum 0 esqueleto constituido de um anel
central com oito carbonos, este anel esta ligado a dois anéis indolicos. A substancia
5 tem esqueleto basico semelhante aos compostos 1, 2, 3 e 4, com variacao,
apenas, no anel central, o qual possui uma carbonila (C=0) num anel de sete

membros. As principais diferencas estruturais entre esses alcaloides sao os
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substituintes que se ligam no anel principal, com variacdo dos grupos: acido
carboxilico e éster (metilico ou etilico). Na figura 3 encontra-se a estrutura do
esqueleto basico e as possiveis variacdes dos substituintes quimicos para 0s

alcaloides.

Figura 3. Possiveis alcaloides identificados nas fracGes obtidas por SPE da C.

racemosa
R, (0] H
O, O
N O
H H
Ry R4
R1 e R, = COOH Acido caulerpinico
R1=COOH R2= CHO2CHs3s Monometil caulerpinato
R1 e Rz = CHO2CHs Caulerpina
R1 = CHO2C2Hs R = Etil metil caulerpinato
CHO2CHs

R; = CHO2CHs Caulersina
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Figura 4. Cromatogramas UPLC-DAD (254, 314, 400 nm) e ion pico base (BPI) da fragdo MeOH (10%) da C. racemosa obtidos por
UPLC-qTOF-MSE em modo positivo
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Figura 5. Cromatograma do ion pico base para a fragdo de SPE MeOH (10%) da C. racemosa obtido por UPLC-gTOF-MSE em modo

positivo

Caulerpa sp Fr10 extNova

95

% _,

161 _
274.2740

186
385.1186

1. TOF MS ES+
BPI
9.81e5

8.40
338.3415
8.26
ki
7.96
099 522.5073
0.34 :
1900500 371.1026
o 7.27 10.29
338.3411 139.9887
6.27
368.4244
3.02 o
399.1339 4.1
7.62 9.87
353 284.8309 31‘;'2238 6.64 4945662 139.9889
330.3365 ’ 313.2740
-5 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Time
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 8.50 9.00 9.50 10.00 10.50



41

Tabela 1. Caracterizacdo dos compostos da alga C. racemosa SPE Fr MeOH (10%) por UPLC-qTOF-MSE

Comp. TR uv [M+H]* [M-H] MS/MS Identificac&o
(Min)  Amax (m/z) (m/z)
(nm) encontrada calculada encontrada calculada
1 0,99 348 371,1026  371,1026  369,0882  369,0880 327,1128 [M+H-CO:]*, 281,1063 &cido
[M+H-2xCO2]* caulerpinico
2 1,86 314 385,1186  385,1182  383,1035 383,1037 341,1285 [M+H-CO2]*, 309,1014 monometil

[M+H-CO2-CH3OH]*, 281,1060 caulerpinato
[M+H-CO2-HCO2CH3]*

3 3,02 314 399,1339 399,1339 *kk rokk 367,1084 [M+H-CH3OH]*, caulerpina
340,1211 [M+H-HCO2CHaJ*,
308,0942 [M+H-HCO2CH3s-
CHsOH]", 279,0914 [M+H-
2XHCO2CH3]*

4 3,54 268 330,3367 il ok ok rork N.I

5 4,06 265 284,3310 ok ok Fohk il N.I

6 4,47 268 358,3679 ok ok Fohk Fork N.I

*** Nao foi possivel a visualiza¢do de ion produto e/ou pico do ion base para esse modo de ionizacéo



Figura 6. Cromatograma UPLC-DAD (256, 314, 400 nm) e ion pico base (BPI) da fracdo MeOH (30%) da C. racemosa obtido por

UPLC-qTOF-MSE em modo positivo
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Figura 7. Cromatograma do ion pico base para a fragdo de SPE MeOH (30%) obtido por UPLC-gTOF-MSE em modo positivo
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Tabela 2. Caracterizacdo dos compostos da alga C. racemosa SPE Fr MeOH (30%) por UPLC-qTOF-MSE

Comp. TR uv [M+H]* [M-H] MS/MS Identificac&o
(Min)  Amax (m/z) (m/z)
(nm) encontrada calculada encontrada calculada

1 0,95 352 371,1025  371,1026  369,0886  369,0880 327,1130 [M+H-COz2]*, a&cido caulerpinico
281,1069 [M+H-2xCO2]*

2 1,79 314 385,1182  385,1182  383,1033  383,1037 341,1273 [M+H-COz2]*, monometil
281,1059 [M-H-CO2-HCO2CHgs] caulerpinato

3 2,33 315 399,1339  399,1339  397,1193  397,1193 341,1279 [M+H-HCO2CHjs]*, caulerpina

279,0913 [M+H-2xHCO2CHjs]*,
*** Nao foi possivel a visualizacao de ion produto e/ou pico do ion base para esse modo de ionizagao.
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Figura 8. Cromatograma UPLC-DAD (256, 314, 400 nm) e ESI ion pico base (BPI) da fracdo MeOH (50%) da C. racemosa obtido por
UPLC-qTOF-MSE em modo positivo
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Figura 9. Cromatograma da fracdo de SPE MeOH (50%) e ion pico base obtido por UPLC-qTOF-MSE em modo positivo
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Tabela 3. Caracterizacdo dos compostos da alga C. racemosa SPE Fr MeOH (50%) por UPLC-qTOF-MSE
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Comp. TR uv [M+H]* [M-H] MS/MS Identificacdo
(Min)  Amax (m/z) (m/z)
(nm) encontrada calculada encontrada calculada

2 1,19 314 385,1172  385,1182  383,1036  383,1037 341,1275 [M+H-CO2]*, monometil
279,0907 [M+H-CO2- caulerpinato
HCO2CHs]*

7 1,96 330 249,1849 ok il ok ok N.I

3 2,69 315 399,1337  399,1339  397,1194  397,1193 367,1080 [M+H-CH3OH]*, caulerpina
340,1205 [M+H-HCO2CHzs]*,
279,0916 [M+H-2xHCO2CHa]*

8 3,25 275 277,2161 ok il ok ok N.I

9 3,95 227 285,2212 el ok il el N.I

10 4,77 227 251,2005 ol ok ok ok N.I

*** Nao foi possivel a visualizacdo de ion produto e/ou ion pico base para esse modo de ionizacao.



Figura 10. Cromatograma UPLC-DAD (252, 314 nm) e ion pico base (BPI) da fracdo MeOH (70%) da C. racemosa obtido UPLC-

gTOF-MSE em modo positivo
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Figura 11. Cromatograma do ion pico base para a fracdo de SPE MeOH (70%) obtido por UPLC-qTOF-MSE em modo positivo
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Tabela 4. Caracterizacdo dos compostos da alga C. racemosa SPE Fr MeOH (70%) por UPLC-qTOF-MSE

50

Comp. TR uv [M+H]* [M-H] MS/MS Identificac&o
(Min)  Amax (m/z) (m/2)
(nm) encontrada calculada encontrada calculada

2 1,77 314 385,1181  385,1182  383,1033  383,1037 341,1295 [M+H-CO.]*, 327,1116 monometil
[M+H-HCO>CH3s]* caulerpinato

3 2,95 315 399,1338  399,1339  397,1177  397,1193 367,1079 [M+H-CHsOH]*, caulerpina
340,1002 [M+H-HCO2CHa]*,
279,0912 [M+H-2xHCO2CHa]*

11 3,47 315 413,1482  413,1495 ok ok 380,1189 [M+H-CHsOH]*, etil metil
367,1013 [M+H-C2HsOH]*, caulerpinato
341,1208  [M+H-HCO2C2Hs]*,
307,0797 [M+H-HCO2C2Hs-
CHsOH]*, 279,0915 [M+H-
HCO2C2H5-HCO2CH3]*

12 4,89 225 251,2002 il ok ok il N.I

13 5,17 225 267,2106 ek ok ok ok N.I

14 7,23 225 338,3417 ok Frx ok ok N.I

*** N&o foi possivel a visualizacao de ion produto e/ou pico do ion base para esse modo de ionizagao.



Figura 12. Cromatograma UPLC-DAD (257, 314, 400 nm) e ion pico base (BPI) da fracdo MeOH (100%) da C. racemosa obtido por

UPLC-qTOF/MSE em modo positivo
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Figura 13. Cromatograma do ion pico base para a fracdo de SPE MeOH (100%) obtido por UPLC-qTOF-MSE em modo positivo
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Tabela 5. Caracterizacdo dos compostos da alga C. racemosa SPE Fr MeOH (100%) por UPLC-qTOF-MSE
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Comp. TR uv [M+H]* [M-H] MS/MS Identificac&o
(Min)  Amax (m/z) (m/2)
(nm) encontrada calculada encontrada calculada

15 0,51 357 327,1125 ok il il ok N.I

3 2,93 318 399,1326  399,1339 ok ok 367,1073 [M+H-CH3OH]*, caulerpina
340,1200 [M+H-HCO2CH3]",
279,0908 [M+H-2xHCO2CHa]*

16 3,28 315 343,1078  343,1077 ok ok 311,0822 [M+H-CH3O0H]*, caulersina
285,0865 [M+H-HCO2CH3]",
255.0915 [M+H-HCO2CHs-COJ*

17 4,87 227 251,2002 ok il il ok N.I

18 593 227 279,2314 ok el el el N.I

19 8,89 227 706,5623 ok el el el N.I

20 9,47 227 710,5936 il il il ol N.I

*** Nao foi possivel a visualizacao de ion produto e/ou pico do ion base para esse modo de ionizagao.



Figura 14. Cromatograma UPLC-DAD (257 nm) e ESI ion pico base (BPI) da fracdo AcOEt da C. racemosa obtido por UPLC-
gTOF/MSE em modo positivo
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Figura 15. Cromatograma da fracdo de SPE AcOEt do ion pico base obtido por UPLC-qTOF-MSE em modo positivo
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Tabela 6. Caracterizacdo dos compostos da alga C. racemosa SPE Fr AcOEt por UPLC-qTOF-MSE
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Comp. TR uv [M+H]* [M-H] MS/MS Identificac&o
(Min)  Amax (m/z) (m/z)
(nm) encontrada calculada encontrada calculada

3 2,96 314 398,1266  398,1267 ok ok 367,1064 [M+H-CHsOH]*, caulerpina
338,1060 [M+H-HCO2CHa]*,

21 6,27 227 368,4254 il il ok ok N.I

22 7,24 227 384,3475 ok il Frx ok N.I

23 9,03 227 738,6235 il ok ok ok N.I

24 9,27 227 915,5997  915,5957 ok ok 751,5330 [M+H-CsH1206]", fosfolipidio
551,5039 [M+H-CeH1206- glicosilado
Ci4H22]*

25 9.48 227 734,5916 il ok ok ok N.I

26 10.07 227 710,5927 il ok ok il N.I

*** N&o foi possivel a visualizagao de ion produto e/ou pico do ion base para esse modo de ionizacao.
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Baseado nas analises dos cromatogramas de UV, em que hé a correlacdo direta
entre a intensidade dos picos e a concentracdo das substancias nas amostras,
verifica-se que o acido caulerpinico (1) encontra-se quase majoritariamente na Fr
10% MeOH, menos concentrado na Fr 30% MeOH e ausente nas outras fracées. O
monometil caulerpinato (2), por sua vez, € comum em todas as fragdes, exceto na
Fr AcOEt, porém aparece em maiores proporcdes nas fracdes de 10, 30 e 50 (%)
MeOH e em menores concentracdes nas fracdes 70 e 100 (%) MeOH. A caulerpina
(3) esta presente em todas as fragdes, contudo em maiores concentragfes na Fr
70% MeOH, seguida da Fr 100% MeOH. Isso pode ocorrer porque a caulerpina é
um dos metabdlitos mais abundante da C. racemosa e de outras algas do Género
Caulerpa (VEST et al., 1983). Esses compostos citados acima tém incidéncia em
mais de uma fracdo, com excecdo do composto etil metil caulerpinato que ocorre
apenas na Fr 70% MeOH e a caulersina que ocorre somente na Fr 100% MeOH.
Essa diferenca na concentracdo das substancias em fracdes diferentes pode ser
explicada pelo gradiente de eluicdo realizado durante o fracionamento de SPE.
Onde as primeiras fracfes (10 e 30%) tem maior quantidade de agua e menor
concentracéo do solvente organico (MeOH) atraindo os componentes mais polares,
neste caso o 1, nas fracbes 30 e 50 % MeOH observa-se a retencdo de
componentes com polaridade intermediaria o 2, seguindo gradativamente os mais
apolares 3, 11 e 16 nas fragbes que tem maior concentracdo ou totalidade de
solvente organico do que de 4gua, as fracbes de 70 e 100 % MeOH. Nas figuras de
3 a 7 encontram-se 0s espectros de UV, massas e propostas de formagéo dos ions
produtos para cada alcaloide identificado, incluindo o novo alcaloide que também
foi avaliado posteriormente pelas técnicas de Infravermelho e Ressonancia

Magnética Nuclear de H' e C13,

5.1.1 Alcaloides por UPLC-DAD-qTOF-MSE

O alcaloide 1 est& presente nas fragcbes SPE 10 e 30 (%) MeOH com pico do
ion protonado em m/z 371,1026 [M+H]*, com absor¢cdo maxima em UV de 348 nm,
mas em estudo anterior o UV maximo para 1 tinha sido reportado em 309 nm
(ANJANEYULU et al., 1991). Os ions produtos observados para o pico 1 tem m/z
327,1128 [M+H-CO2]* e m/z 281,1063 [M+H-2xCOz2]*, os quais correspondem a

perda de uma ou duas moléculas neutras (44 Da) de diéxido de carbono,
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respectivamente. A perda de uma molécula neutra de CO2 € comum em compostos
gue possuem o grupo (-CO2H) em sua estrutura molecular. Em estudos anteriores,
0 composto com peso molecular de 370 Da pode ser obtido através da hidrélise
alcalina da caulerpina, como um pé de cor marrom escuro, sendo reportado na
espécie C. racemosa, como também nas espécies C. sertularioides e C. mexicana
(ORNANO et al., 2014; LIU et al., 2012; ANJANEYULU et al., 1991). Por esses
dados observados em comparacdo com a literatura, sugere-se que 0 pico 1 seja o
acido caulerpinico. Os espectros de UV, massas e proposta de formacéo dos ions
produtos do acido caulerpinico esta na Figura 16.

O pico 2 (A max = 314 nm) exibiu ion molecular protonado em m/z 385,1182
[M+H]*, semelhante ao alcaloide 1 tem perda isolada de dioxido de carbono que
corresponde ao ion produto m/z 341,1285 [M+H-CO2]*, porém tem perdas neutras
nao observadas no 1, m/z 309,1014 [M+H-CO2-CH3OH]* e m/z 281,1060 [M+H-
CO2-HCO2CHs]* que indica saidas simultaneas de dioxido mais metanol e perdas
simultaneas de diéxido de carbono e grupo de éster metilico, respectivamente. O
pico 2 foi analisado em outros trabalhos com 384 Da, isolado como um pé de cor
laranja amarelado e identificado em espécie de C. racemosa (LIU et al., 2012;
NIELSEN et al., 1982; ANJANEYULU et al., 1991; VEST et al., 1983), por isso esse
pico foi sugerido como sendo monometil caulerpinato. Os espectros de UV, massas
e proposta de formacédo dos ions produtos do monometil caulerpinato esta na Figura
17.

Todas as fracdes de SPE apresentou o pico 3, o qual mostrou ion molecular
protonado em m/z 399,1339 [M+H]*, com eliminagdes neutras de grupos éster
metilico e metanol, assim como foi observado para o pico 2 gerando 0s ions m/z
367,1084 [M+H-CH3OH]* e m/z 340,1211 [M+H-HCO2CHs]*, respectivamente. No
entanto, as perdas simultaneas de ambos o0s grupos ou de duas unidades de éster
metilico foi vista somente para o pico 3, as quais correspondem aos ions m/z
308,0942 [M+H-CH3OH-HCO2CHzs]* e m/z 279,0914 [M+H-2xHCO2CHas]*. Estes
dados estdo de acordo com a literatura a qual encontra-se ions produtos
semelhantes em m/z 366 [M-32], m/z 338 [M-60] , m/z 306 [M-92] e m/z 274 [M-124]
(ANJANEYULU et al., 1991; CABRITA et al.,, 2010). Com esses dados, mais a
absor¢cdo maxima do UV em 315 nm, e em compara¢do com a amostra padrao, foi
possivel confirmar que o pico 3 seja a caulerpina, o0 metabdlito secundario da classe

dos alcaloides mais abundante do Género Caulerpa. Sendo reportado em mais de
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vinte espécies de Caulerpa , incluindo a C. racemosa (ORNANO et al., 2014; LIU et
al., 2012; ANJANEYULU et al., 1991; MAO et al., 2006; ALARIF et al., 2010; CHENG
et al., 2008; SOUSA, 2016). Os espectros de UV, massas e proposta de formacao
dos ions produtos do caulerpina esta na Figura 18.



Figura 16. Espectros de UV, massas e proposta de formacéo dos ions produtos do acido caulerpinico
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Figura 17. Espectros de UV, massas e proposta de formacéo dos ions produtos do monometil caulerpinato
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Figura 18. Espectros de UV, massas e proposta de formacédo dos ions produtos da caulerpina
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Por fim, o pico 16 que esta presente apenas na Fr 100% MeOH apresentou ion
molecular protonado em m/z 343,1078 [M+H]*, com absor¢cdo maxima de UV em
315 nm, dados de UV semelhante foi reportado em estudo anterior (SU et al., 1997).
As perdas de moléculas neutras de forma isolada é similar aos picos 2 e 3 gerando
0s ions em m/z 285,2207 [M+H-HCO2CHs]* e 311,0822 [M+H-CHsOH]*. A diferenca
desse para os outros € a eliminacdo simultanea de mondxido de carbono e éster
etilico com ion produto em m/z 255,0915 [M+H-HCO2CH3-CO]* que formam um
ndcleo basico distinto dos anteriores, para este pico o anel central tem apenas seis
membros. De acordo com os dados supracitados , e em comparacdo com a
literatura, sugere-se o pico 5 como caulersina, a qual foi isolada em espécie de C.
racemosa e C. serrulata (LIU et al., 2012; SU et al., 1997; YANG et al., 2014). Os
espectros de UV, massas e proposta de formacao dos ions produtos do caulersina

esta na Figura 19.

5.1.2 Espectro de massas do etil metil caulerpinato

Nos espectros de massas, o pico 11 foi observado apenas na fracdo de SPE
70% MeOH, com ion molecular protonado em m/z 413,1482 [M+H]* e absor¢éo
méaxima de UV em 315 nm (Tabela 1), semelhante aos compostos 2, 3 e 4 apresenta
eliminacdo de forma isolada de molécula neutra de metanol com ion produto em
m/z 380,1189 [M+H-CH3OH]*. Todavia, dentre todos os compostos avaliados,
somente o0 5 apresentou saida dos grupos etanol e éster etilico de forma isolada, as
guais correspondem aos ions produtos m/z 367,1013 [M+H-C2HsOH]* e m/z
341,1208 [M+H-HCO2C2Hs]*, respectivamente. Além disso, diferencia-se dos
demais por perda simultdnea de metanol e éster etilico, 0s quais correspondem ao
ion produto em m/z 307,0797 [M+H-CH3OH-HCO2C2Hs]* e a eliminagdo em
conjunto dos grupos de éster (metilico e etilico) com m/z 279,0915 [M+H-HCO2CHs-
HCO2CzHs]*. Em comparacao com o padréo da caulerpina, a qual foi injetada sob
mesmas condi¢des, observa-se adicdo em massa de 14 Da que pode corresponder
ao grupo CHz, tal sugestdo de incremento na massa molecular pode ser apoiado

pelo ions produtos visualizados em m/z 367,1013 [M+H-C2HsOH]* e m/z 341,1208
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[M+H-HCO2C2Hs]*, tendo em vista que 0os mesmos ions sdo observados para a
caulerpina, porém com auséncia de 14 Da.. O espectro de massas e a proposta de
fragmentacao dos ions produtos esta na Figura 20.

Contudo, dispondo apenas dos dados de espectro de massas, nao € possivel a
confirmacédo da real estrutura molecular desse composto, a fim de confirmar tal
hipotese foi realizada as etapas para isolamento do composto e posterior andlises

espectroscopicas.



Figura 19. Espectros de UV, massas e proposta de formacéo dos ions produtos da caulersina
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Figura 20. Espectros de massas e proposta de formacéo dos ions produtos do etil metil caulerpinato
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5.2 ESPECTROS DE ULTRAVIOLETA, INFRAVERMELHO, RMN DE 'H E
RMN DE *3C DO ETIL METIL CAULERPINATO

Com o auxilio dos espectros de absorcéo na regido do UV, IV, RMN de H e 13C
mono e bidimensionais foi possivel a identificacdo do etil metil caulerpinato. A
estrutura proposta do novo alcaloide bis-ind6lico mostrou absor¢do no UV de 225,
265 e 318 nm (Figura 21), o que sugere a presenca da carbonila funcional em
conjugacado com sistema de anéis aromaticos. Os nitrogénios do alcaloide bis-
inddlico tém dois elétrons desemparelhados, os quais também participam da
ressonancia com os elétrons (11) dos cinco anéis aromaticos conjugados.

No espectro de IV (Figura 21), observou-se a presenca da absorgéo
correspondente ao estiramento N-H em 3388 cm%, as bandas em 3388 e 1612 cm"
! podem ser responsaveis pelas frequéncias de alongamento e flexdo do grupo N-
H, respectivamente. Os sinais em 2923 e 2845 cm™ sdo correspondentes aos
estiramentos do tipo C-H de metoxila e etila. O carater aromatico pode ser indicado
pelas bandas 1485 e 1433 cm™ e bandas de 726 e 936 cm™ poderiam ser
correlacionadas com a presenca de sistema de anéis aromaticos, semelhantes as
encontradas para a caulerpina (AGUILAR-SANTOS, 1970; KAMAL et al., 2012). A
presenca do grupo éster foi sugerida pelas absor¢es em 1695 cm, a qual
corresponde ao estiramento C=0 e 1265 cm™ relacionado ao estiramento do grupo
C-0, o sinal corresponde ao deslocamento da carbonila para uma menor frequéncia
pode ser devido ao deslocamento dos elétrons 11 para a ligagdo C=0 aumentando
o caréater de ligacdo simples das ligacdes C=0 no hibrido de ressonancia, assim,

dessa forma diminui suas constantes de for¢ca (KAMAL et al., 2012).
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Figura 21. Espectro de infravermelho (IV) e ultravioleta (UV) do etil metil
caulerpinato
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No espectro de 'H RMN (Figura 22) foi possivel encontrar a presenca de 18
protons. Os valores de desvio quimico estdo em on 3,76 (3H, s, OCH3), &1 7,20 e 7,63
(8H, m, Ar-H), 8,15ppm (2H, s, 2 =CH) e &1 9,1 (2H, s, 2NH). Os valores em &+ 7,20,
7,63 e 8,15 sugerem a presenca de dois anéis aromaticos condensados. A Figura 16
mostra a expansdo da regido referente aos hidrogénios do anel aromatico, o qual
possui um dupleto orto em &x 8,15 (J= 3.1 Hz, H-4/H-4"), dois duplos dupletos em orto
On 7,43 (H-7/H-7") e &1 7,33 (H-6/H-6") e um duplo tripleto em orto entre os hidrogénios
em OH 7,15 (H-5/H-57), esses sinais indicam a presenca de anel aromético do tipo
inddlico com dois substituintes em orto (PAVIA et al., 2010). A presenca de um
simpleto em &1 11,35 refere-se ao hidrogénio ligado a nitrogénio, caracteristico para
alcaloides que possui anel inddlico [12]. Além disso, no espectro foi possivel identificar
um simpleto em &1 3,76 caracteristico para hidrogénio de metoxila (PAVIA et al., 2010,
SILVERSTEIN et al., 2007). Os sinais caracteristicos desta substancia que a
diferencia da caulerpina sdo apenas dois, 0s quais indicam a presenca do grupo
acetoetila em um dos substituintes do anel ciclooctatetraeno que correspondem ao
quarteto em d1 4,28, sinal para hidrogénio proximo a metoxila (-OCHz2) e ao tripleto em
on 1,49, caracteristico de hidrogénio metilénico (PAVIA et al., 2010).

No espectro de RMN 13C (Figura 23) foi possivel observar varios sinais que
concordam com a estrutura da caulerpina (Tabela 7), mesmo observando a perda da
simetria para esta nova molécula foi possivel a observacdo de todos os
deslocamentos dos carbonos com sinais semelhantes aos deslocamentos dos
carbonos da caulerpina (KAMAL et al., 2012). A presenca dos sinais entre dc 111,6 e
142,9 confirmaram a presenca do anel aromatico porque sdo caracteristicos de
carbono hibridizado em sp?. O sinal em dc 52,6 sugere a presenca de uma metoxila e
o sinal em 6¢10/10’ 165,13 / 165,70 ppm indica a presenca de carbonila de éster.
Entretanto, os sinais dos carbonos que diferenciam a estrutura do analogo da
caulerpina sao apenas dois, 0os quais indicam a presenca do grupo acetoetila em um
dos substituintes do anel ciclooctatetraeno, C11 & 14,09 e C12 & 60,88 ppm
respectivamente(Figura 24).

Além dos sinais nos espectros unidimensionais de 'H e '3C , as andlises dos
espectros bidimensionais, HSQC (Figura 25) e HMBC (Figura 26), os quais
correlacionam os sinais de hidrogénio e carbono a uma e duas ligacdes,

respectivamente fortaleceram o argumento da presenca do grupo acetoetila, grupo
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este que torna esta molécula assimétrica e com estrutura molecular distinta da
caulerpina. No espectro de HSQC é possivel visualizar a correlacdo a uma ligacdo do
C12 (CH2) © 60,88 ppm com o hidrogénio ligado a ele, o qual tem dn 4,28 que
corresponde exatamente ao quarteto do espectro de 'H observado na Figura 9. A
correlacdo a duas ligagbes € mostrada na expanséo do espectro de HMBC entre 0s
sinais de C12 & 60,88 ppm que corresponde ao CH2 com o tripleto em 6+ 1,49, o qual
é proveniente dos hidrogénios do CHs mostrando que eles estao ligados, com isso €
possivel a confirmacdo de que o grupo de acetoetila estd presente na estrutura
guimica dessa substancia (Figura 26). Baseado nos resultados espectroscopicos, 0
composto isolado foi caracterizado e sugerido como etil metil caulerpinato, novo
alcaloide indolico analogo a caulerpina (Figura 27). Os dados espectrais estdo em
concordancia com o0s relatérios anteriores sobre caracterizacdo da caulerpina
(AGUILAR-SANTOS, 1970; KAMAL et al., 2012).
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Figura 22. Espectro de RMN de *H do etil metil caulerpinato com expansées (800MHz, DMSO-ds)
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Tabela 7. Dados de RMN de 'H do etil metil caulerpinato registrados em DMSO-ds

H

OH

oC

C
212
3/3

3a/3a’
7al7a
8/8"
10/10°
CH
4/4
5/5
6/6”
17
9/9
CH3
11/11

CH>
12

8,19(d,J=3.1 Hz, 2H)
7,20 (dt, 2H)
7,50 (dd, 2H)
7,63 (dd, 2H)
- (s, 2H)

1,49 (t, J= 7.0 Hz,
3H) / 3,76 (s, 3H)

4,28 (g, J= 7.0 Hz,
2H)

132,77/132,87
111,09 /111,63
126,84/ 126,84
137,41 /137,41
126,06 / 125,78
165,13 /165,70

117,70 /117,70
119,94 /119,94
122,61/ 122,61
111,10/ 111,63
141,53 / 141,22

14,09 /52,14

60,88
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Figura 23. Espectro de RMN de *3C do etil metil caulerpinato (800MHz, DMSO-de)
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Figura 24 Ampliacdo do espectro de RMN de 3C na regido 110-190 ppm do etil metil caulerpinato (800MHz, DMSO-ds)
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Figura 25. Expanséo do espectro de HSQC do etil metil caulerpinato mostrando a correlagéo de CH2 13C 60.83 e H & 4.28 ppm
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Figura 26. Espectro de HMBC com expanséo do etil metil caulerpinato mostrando a correlagéo entre os sinais de CH2 60.83 e CHs
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Figura 27. Estrutura quimica proposta para o etil metil caulerpinato e seu hibrido de ressonancia

77



78

5.3 ATIVIDADE LEISHMANICIDA DO EXTRATO E DAS FRACOES DE SPE
DA CAULERPA RACEMOSA

Neste trabalho, o extrato etandlico e todas as fracbes (Fr 10 (%) MeOH ,Fr
30 (%) MeOH,, Fr 50 (%) MeOH, Fr 70 (%) MeOH, Fr 100 (%) MeOH e AcOEt) foram
avaliadas para atividade leishmanicida por meio de ensaios de viabilidade celular
contra formas promastigotas de L. amazonensis, sendo testados nas concentragdes
de 0,1 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL e 20 pg/mL e com anfotericina B como controle
positivo. Todos os ensaios foram testados em triplacata, por essa razao o resultado
€ uma média aritmética dos trés experimentos realizados.

O extrato etandlico e todas as fragfes apresentaram atividade leishmanicidade
significativa, porém houve variacdo no resultado em relacdo as diferentes
concentracfes testadas. O extrato etandlico demonstrou atividade leishmanicida
significativa somente na concentracdo de 20 pg/mL e foi negativo para as

concentracdes de 0,1 pg/mL, 5 pg/mL e 10 pg/mL (Grafico 1).

Gréfico 1. Viabilidade de L. amazonensis verificada por ensaio de MTT do

extrato etandlico da C. racemosa.
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Comportamento diferente foi observado quando comparado com as fragbes
de SPE, visto que a Fr 10 e 100 (%) MeOH mostram-se efetivas a partir de 10
pug/mL, ao passo que as Fr 30, 50, 70 (%) MeOH e AcOEt expressaram
significativa atividade com 5 pg/mL, sendo que para a concentracdo de 0,1
Hg/mL nenhuma delas mostrou acdo leishmanicida significativa (Gréafico 2).
Estas diferencas podem ser explicadas pela metodologia que foi utilizada, uma



vez que 0s cromatogramas mostram que a extragdo em fase sdlida serviu tanto
para separar substancias quanto para concentra-las em determinadas fracées,
desta maneira em menores valores de microgramas elas conseguem expressar
melhor a atividade leishmanicida do que o extrato bruto precursor das mesmas.

Observou-se que as Fr 10 e 30 (%) MeOH tiveram significativa atividade
leishmanicida com as concentracdes de 10 e 20 pg/mL paraa Fr10% e 5, 10 e
20 pg/mL para Fr 30 (%) MeOH. Este resultado pode ser devido a presenca do
acido caulerpinico, identificado nessas fracbes pelo espectros de massas
(UPLC), além dos dados de correlacdo do UV que mostram que o acido
caulerpinico encontra-se em maior concentracdo nessas duas fragbes em
relacdo as outras. Desta forma, o acido caulerpinico presente nessas fracées
pode estar atuando em sinergia com outras moléculas, contribuindo para a acéo
biol6gica, tendo em vista que em estudos anteriores acido caulerpinico
produzido por semi-sintese tendo como substrato de partida a caulerpina
isolada de C. racemosa teve atividade leishmanicida comprovada (SOUSA,
2016).

79



Gréfico 2. Viabilidade de L. amazonensis verificada por ensaio de MTT das fracfes obtidas por SPE da C. racemosa: (a) Fr 10 (%)
MeOH; (b) Fr 30 (%) MeOH; (c) Fr 50 (%) MeOH; (d) Fr 70 (%) MeOH; (e) Fr 100 (%) MeOH; (f) Fr AcOEt.
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O extrato etandlico foi efetivo com ICso em 9,7 pg/mL (Tabela 8) dado
gue corrobora com resultados obtidos em outros estudos, 0s quais a partir
de extratos alcoolicos de algas marinhas também foi demonstrada atividade
leishmanicida contra espécies de Leishmania sp., por exemplo, o trabalho
realizado com a alga vermelha Osmundaria obtusiloba (C. AGARDH) que
verificou moderada atividade in vitro contra formas promastigotas de L.
amazonensis com concentracao inibitoria (ICso) em 24,5 pg/mL (LIRA et al.,
2015). Ainda, outra espécie do género Caulerpa, C. sertularioides, coletada
da costa do Golfo Persa demonstrou atividade leishmanicida, sendo que
através do extrato aquoso, o qual foi testado in vitro contra formas
promastigotas da L. major com ICso em 85 pg/mL (FOULADVAND, 2011).
Resultados semelhantes foram observados também em estudos utilizando
extratos alcodlicos da C. racemosa, como por exemplo um trabalhodo
realizado com alga coletada do Mar Mediterraneo, o qual o extrato
metandlico foi testado contra formas amastigotas de L. donovani sendo este
efetivo com ICso em 22,6 pg/mL (SUZGEC-SELCUK et al., 2011). A literatura
relata também atividade semelhante para C. racemosa coletada da costa do
Paquistdo, a qual foi testada contra formas promastigotas da L. major e
confirmou possuir atividade significativa com ICso em 37,5 pg/mL (SABINA
et al., 2005). A diferenca nos valores de ICso encontrados pode estar
relacionado com as diferentes regides geograficas que as algas foram
coletas, uma vez que o ambiente influencia diretamente a producéo de
diferentes metabolitos secundarios (DEWICK et al., 2009; TEIXEIRA et al.,
2013), como também o fato de serem espécies diferentes de Leishmania sp.
e alguns dos extratos avaliados terem sido preparado com solvente diferente
do etanol (YAMTHE et al., 2017).

Porém, além da atividade leishmanicida, a literatura relata outras acdes
bioldgicas atribuidas ao extrato etandlico de C. racemosa, por exemplo, a
atividade antibacteriana do extrato etandlico contra as espécies de
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa e
atividade antinoceptiva do extrato metandlico, o qual reduziu em 47,39% a
nocicepcao produzida pelo ensaio de teste de contorcao utilizando o acido
acético (SRIVASTAVA et al., 2010; SOUZA et al., 2009).
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Tabela 8. Concentracao inibitéria (ICso) das fragdes obtidas por SPE e
extrato etandlico da C. racemosa para a acao leishmanicida com L.
amazonensis

Frac&o ou Extrato ICs0 (Cl 95%)

Fr 10 MeOH 11,71 (9,41 a 14,57)

Fr 30 MeOH 2,59 (1,74 a 3,86)

Fr 50 MeOH 9,74 (7,80 a 12,17)

Fr 70 MeOH 11,06 (9,31 a 13,13)

Fr 100 MeOH 11,64 (6,23 a 21,71)
Fr AcOEt 11,29 (9,02 a 14,12)

Extrato EtOH 9,75 (7,42 a 12,82)

A atividade leishmanicida do extrato e das fracdes obsevada neste
trabalho corrobora também com os resultados de outros estudos realizados
com espécies de algas coletadas da costa do Brasil e que obtiveram também
atividade leishmanicida contra a L. amazonensis. A exemplo, um estudo
realizado no Brasil com duas populagbes de alga vermelha Laurencia
dendroidea, um coletada no Rio de Janeiro (populacéo A) e outra no Espirito
Santo (populacdo B), as quais tiveram seus extratos lipofilicos testados
apresentando 1Cso em 17,9 pg/mL para o extrato A e ICso em 34,2 pg/mL
para o extrato B (MACHADO et al., 2011). Outro trabalho com alga vermelha
Bostrychia tenella (J. AGARDH), coletada da costa de Sao Paulo, da qual
preparou-se extrato diclorometano:metanol na proporcéo (2:1), em seguida
fracionado por particdo com solventes orgéanicos (hexano e diclorometano)
formando as fragcdes n-hexano (BT-H) e diclorometano (BT-D). Elas foram
conduzidas a cromatografia em coluna utilizando silica gel gerando as
subfragbes HO02, HO3, D01 e D02, as quais tiveram atividade contra L.
amazonensis exibindo valores de ICso em 1,5, 2,7, 44 e 4,3 g/mL,
respectivamente (FELICIO, 2010). De modo semelhante, um estudo in vitro
avaliou a atividade leishmanicida de uma fracéo polissacaridica sulfatada, a
qgual foi extraida da C. racemosa, coletada na costa de Fortaleza, e
demonstrou que a fracdo possuiu acao significativa na inibicdo no
crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis com um valor de
ICs0 em 34,5 ug/mL (PIRES et al., 2013).
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CONCLUSAO

A partir do fracionamento do extrato etandlico da Caulerpa racemosa,
obteve-se seis fracfes por extracdo em fase solida, das quais foram identificados
principalmente alcaloides do tipo inddlico, sendo eles: monometil
caulerpinato, acido caulerpinico, caulersina e caulerpina, sendo esta Ultima um
metabdlito secundario majoritario para as algas do Género Caulerpa relatado em
mais de vinte espécies. Para mais disso, um novo alcaloide bis-inddlico derivado
da caulerpina foi isolado através da cromatografia em coluna, e suaidentificacéo
realizou-se por meio de técnicas espectroscopicas de infravermelho e
ressonancia magnética nuclear (RMN) de 1H e 13C.

Baseado nas analises das fracées por UPLC-ESI-qTOF-MS2, constatou-
se que os constituintes foram sendo separados conforme sua polaridade, tendo
em vista que para a obtencao das fracbes de SPE seguiu-se um gradiente de
concentracéo dos solventes. Para isso, aumenta-se gradativamente o solvente
metanol, 10,30,50,70,100 % respectivamente e por fim a ultima fracdo apenas
com acetato de etila a 100 %. Naanadlise do ultravioleta, foi visto que os
alcaldides identificados tem maior concentracdo em diferentes fracoes.

Em relacéo a atividade leishmanicida contra as formas promastigostas de
L. Amazonensis todas as fracdes de SPE da C. racemosa tiveram atividade
significativa nas concentracdes de 5, 10 e 20 pg/mL e foi comprovada também a
atividade para o extrato etandlico. Deste modo, portanto, se faz necessario mais
estudos, a fim de averiguar quais seriam 0s possiveis mecanismos para esta
atividade e qual (is) substancia (s) presente nessas fracdes sdo responsaveis

por esta agao.
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Review

CHEMICAL PROFILE AND BIOLOGICAL ACTIVITIES OF GREEN ALGAE
FROM GENDER CAULERPA

ABSTRACT
Algae of the genus Caulerpa has been increasingly studied in recent years. The
interest in carrying out new studies with this genus is mainly due to the countless
morphological variations that these algae present, comprising more than 100
species recognized worldwide, a characteristic that helps them to survive
different environmental conditions. In addition, in some eastern countries the
seaweed has great economic importance, since several specimens are used on
a large scale in the culinary, even being cultivated in large aquariums. In addition,
they have a widely varied chemical composition, from alkaloids, terpenes and
steroids to aromatic derivatives. Many of these substances exhibit biological
properties of interest, such as: antibacterial, anti-inflammatory, antifungal,
antidiabetic, antioxidant, among others, which will be described in more detail
during the review. All the studies mentioned here served to prove that the
Caulerpa genus represents a rich source of bioactive compounds, which can be
implemented in various food, cosmetic and pharmaceutical products. Unlike
existing reviews, this review provides in a condensed form the main chemical and
pharmacological studies reported on the Caulerpa genus in Brazil and other

countries in recent years.

Keywords: Caulerpas; chemical profile; biological properties; algae.
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INTRODUGCAO

O género Caulerpa é unico na Familia Caulerpaceae da Ordem das
Bryopsidales (ULVOPHYCEAE, CHLOROPHYTA), com mais de 160 espécies.?!
A distribuicdo geografica destas algas é variada, podendo ser encontradas em
abundéancia em aguas marinhas rasas, como também em regides tropicais e
subtropicais do mundo, com algumas espécies estendendo-se para o Mar
Mediterraneo, regides temperadas da Austrdlia e outras com ocorréncia no
Brasil, mais precisamente nos estados de Pernambuco e da Paraiba.?34

Nos ultimos anos, as caulerpas tém sido alvo de muitos estudos, devido as
variacbes morfologicas encontradas em suas espécies bem como ao seu
conteudo metabdlico, tanto o de origem primaria (produzidos em maiores
propor¢cdes), quanto secundaria (produzidos em ocasifes especiais e em
concentragcbes menores).> A associacdo dessas caracteristicas auxilia a
sobrevivéncia dessas espécies em diferentes habitats. Por terem uma
distribuicao diversificada e crescimento favorecido pelas toxinas que produzem,
algumas delas s&o cultivadas em grandes aquérios nos paises da Asia para
servirem de incremento ou na producdo de alimentos funcionais, novos farmacos
e produtos que promovem o bem-estar humano e animal.®’

Em relacdo ao conteldo majoritario das Caulerpas sp., os carboidratos sao
as macromoléculas predominantes, cuja proporcao oscila entre 3,6 a 83,2% da
matéria seca em espécies usadas para fins alimenticios.>® Nas espécies usadas
para o consumo humano, os polissacarideos sdo considerados fonte de fibra
alternativa, pois favorecem a saciedade rapidamente, bem como auxiliam no
fluxo digestivo, a0 mesmo tempo que exibem composicdo diversificada de
acucares (galactose, glicose, arabinose, xilose, manose, ramnose e
fucose).?1%11 O contelido proteico sofre interferéncia sazonal (0,6 a 20,8% da
matéria seca) e sua qualidade depende da disponibilidade de aminoacidos
essenciais do meio. Dentre as substancias primarias, os lipidios aparecem com
as concentracées mais baixas (0,1 a 7,2%).>11

A presente revisdo tem como objetivo evidenciar com mais detalhes apenas
os produtos advindos do metabolismo secundéario das algas do género Caulerpa
e as atividades biologicas que foram atribuidas aos seus extratos, fracoes e

componentes isolados.
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PERFIL QUIMICO DAS ALGAS DO GENERO CAULERPA

Entre os produtos naturais isolados no género Caulerpa é possivel
verificar uma diversidade na constituicdo quimica, sendo relatados mais de 100
compostos isolados'? entre compostos nitrogenados, terpenoides e

esteroides.13-17

Alcaloides

Em relacdo ao género Caulerpa, constatou-se o alcaloide bis-inddlico,
caulerpina (1), extraida primeiramente de C. racemosa e C. serrulata,’® com
elucidacao da estrutura dada por analises de Ressonancia Magnética Nuclear
de Hidrogénio (RMN de 'H) e andlises de ultravioleta (UV), posteriormente
sucedeu a identificacdo nas espécies de C. racemosa var. laetevirens, C.
racemosa var. macrophysa, C. ashmeadii,® C. cupressoides, C. paspaloides,
C. prolifera, C. sertularioides,® C. peltata,'®2° C. racemosa var. clavifera,?* C.
taxofolia e C. racemosa.???% A partir de dados de RMN, os quais incluem dados
de espectrometria uni e bidimensional, obteve-se a confirmacdo de um novo
arranjo estrutural para a caulerpina.?”?® Esse arranjo difere principalmente
pelos sinais de convergéncia nos espectros de correlagdes heteronuclear
direta (*H x 13C-HMQC). Com base nesses espectros elucidaram a estrutura
da caulerpina como um anel octaédrico insaturado, ligados a estes dois anéis
indolicos e como substituinte do anel de oito membros dois grupos de éster
metilico, o que causa a diferenca da estrutura anterior.?° A caulerpina é o
metabdlito secundéario mais abundante para as caulerpas, com ocorréncia em
vinte espécies diferentes do Género, além disso foi também relatada em
espécie de alga vermelha Chondria lugariya. Gracas a sua maior
predominéncia em relacdo a outros metabdlitos, isolados nas caulerpas, ela é
bem estudada, a literatura menciona varios trabalhos descrevendo ndo apenas
sua sintese, mais também a dos seus derivados e suas acdes bioldgicas.°30

Em menores concentragcbes encontram-se outros alcaloides, a
caulerpicina (2), um pseudoalcaloide derivado da esfingosina, o qual na verdade,

apos vérias andlises foi identificado como uma mistura de ceramidas que
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consiste de trés componentes principais e dois de menores proporgdes, a
estrutura (2) é representativa desta mistura.3! Esse alcaloide é encontrado nas
espécies de C. ashmeadii, C. paspaloides, C. racemosa var. Uvifera, C.
sertulariodes.®21:31 O 4cido caulerpinico (3) encontrado na C. racemosa?® e C.
mexicana®? também foi reportado na C. racemosa junto com o monometil
caulerpinato (4), ambos s&o caraterizados como pigmentos vermelhos,
semelhantes a (1) em relacédo ao arranjo de cinco anéis conjugados, porém se
diferenciam da (1) pelos substituintes no anel principal, os quais variam entre os
grupos de acido carboxilico e éster metilico.??> A caulersina (5) retirada de C.
serrulata e C. racemosa tem sua estrutura também semelhante com a (1), o
diferencial entre elas é porque o anel central da (5) constitui-se por sete membros
e contém uma carbonila em um de seus carbonos.!633 Esse composto possui
trés isdbmeros sintéticos®* e sua sintese encontra-se descrita na literatura.3>36

Estudos reportam outros alcaloides naturais, os quais sao produtos de
reacdes que tém a caulerpina como substrato de partida, por exemplo, a
racemosina-A (6) que é produzida através da clivagem oxidativa do anel de oito
membros da (1), sendo isolada como um pd amorfo rosa, estruturalmente Unica
tem o seco-indol [3,2-a] ,esqueleto de carbazol com duas unidades de anel do
tipo indolenona, ligados entre si por um metil propenoato. Reporta-se ainda seu
derivado, racemosina-B (7), a qual foi obtida pelo fechamento do anel central dos
carbonos C-2" e C-3, caracterizada como um pé amorfo laranja-amarelado, os
dois foram obtidos de C. racemosa e identificados primariamente em espécies
do Mar da China Oriental.'* H4, ainda, um alcaloide classificado como um
derivado indol com estrutura analoga a (7), contudo demonstra auséncia de
quaisquer substituinte em qualquer dos anéis, sendo denominado de 5,11-
dihidroindol [3,2-b]-carbazol (8) foi elucidado na C. racemosa'® e outro também
com esqueleto estrutural semelhante a (7), sendo que com dois substituintes (R=
OH e SOsNa) em um dos anéis inddlicos e com um substituinte (R= SOzNa)
também no nitrogénio desse mesmo anel inddlico, este composto foi
denominado de ancorinazol (9) e também foi reportado em espécie de esponja
Ancorina sp. da Nova Zelandia.®’

Além dessas, identificaram racemosina-C (10) igualmente procedente da
(1) ou (4) por meio de reacdo de epoxidacdo, seguida de hidrélise acida,

descarboxilagdo do grupo acido ou éster metilico (depende do substrato de
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partida) e por fim uma reagédo de oxidagédo que introduz uma carbonila no anel
central de oito membros, a substancia foi caracterizada como um p6 de cor
amarelo amorfo, opticamente ativa devido a presenca de um carbono quiral em
sua estrutura.'® Para mais um novo composto clorado denominado caulerchrlorin
(11) reportou-se na espécie de C. racemosa, com estrutura muito semelhante a
(1), com o diferencial de ter incorporado ao anel central um atomo de cloro e um
grupo de éster.3®

Todos esses compostos descritos acima foram confirmados
estruturalmente por dados de espectrometria.®1516:38 As estruturas quimicas

desses alcaloides naturais estao listadas no Quadro 1:



99

Quadro 1. Estruturas quimicas dos alcaloides isolados no género Caulerpa

Estrutura (s) quimica (s)

Espécie (s) de Caulerpa

C. racemosa, C. racemosa var.
laetevirens, C. serrulata, C.
lamourouxii, C. racemosa Vvar.
macrophysa, C. ashmeadii, C.
sertularioides, C. paspaloids, C.
cupressoides, C. prolifera, C. peltata,

C. racemosa var. clavifera, C.

Acido caulerpinico

1 . ..
(1) taxofolia, C. lamourouxii, C.
Caulerpina . .
P lentillifera, C. mexicana, C. peltata, C.
OH
- C. ashmeadii, C.paspaloids, C.
NH, .
racemosa var. uvifera, C.
2 . -
(2) sertularioides, C. lentilliferal9.29.31.38
L-(-)-erythroesfinganina
OH
O
: $ )
N
O C. sertulariodes,
N
O H C. mexicana
S OH C. racemosal522.29.31,32,38
(3)

(4)

Monometil caulerpinato
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H (0]
N
(0]
O_

(5)

Caulersina

C. racemosa, C. serrulatal®3338

)

(6)

Racemosina-A

C. racemosal#15.16

(7)

Racemosina-B

C. racemosa*

o

H

(8)
5-11-dihidroindol-[3,2-b]-carbazol

C. racemosal®

HN O
HO
N303S O O
N
|

SO;Na

(9)

Ancorinazol

C. racemosal3
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(10)
Racemosina-C

C. racemosal®

o/

o)

” OO

cl
(11)

Caulerchrlorin

C. racemosas38
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Terpenos e esterdides

As algas do Género Caulerpa igualmente apresentam substancias da
classe dos terpenos ou derivados de isoprenos, eles sao bastante distribuidos
no reino vegetal e mostram uma ampla diversidade estrutural, geralmente
insoliveis em agua, constituidos pela fusdo de unidades isoprénicas de 5
carbonos (C5), sendo subdividido e classificado de acordo com a quantidade de
unidades C5, monoterpenos (2 unidades), sesquiterpenos (3 unidades),
diterpenos (4 unidades), triterpenos (6 unidades), tetraterpenos (8 unidades) e
politerpenoides (mais de 8 unidades).3°

Na espécie C. prolifera, relatou-se primariamente a caulerpenina (12),
uma toxina presente em algumas espécies desse género, a qual também j& foi
isolada em estudos posteriores na C. racemosa. Ela possui em sua composi¢cao
um isémero, a oxitotoxina (13), cuja forma é dita como mais desprotegida
molecularmente, foi encontrada na espécie C. taxifolia e isolada do molusco
Opogloban sacoglossan Oxynoe olivacea.?>4041

Outrossim, dois derivados sesquiterpenoides acetilénicos analogos da
caulerpenina, (14 e 15) conseguidos a partir do extrato de diclorometano.*? Ainda
nessa espeécie, um total de dezesseis (16 ao 31) sesquiterpenoides acetilénicos
foram encontrados, e suas estruturas elucidadas pelas analises dos dados de
espectrometria. Eles reinem-se em dois grupos: o primeiro de derivado da
caulerpenina 1,2-di-hidro- (2a-2i) e o segundo derivado da caulerpenina 1,2,3,3
¢ -tetra-hidro-2,3-didesidro (3a-3f), nomenclatura esta que faz referéncia a
cadeia carbbnica principal, o que causa a diferengca principalmente pela
substituicdo que ocorre no grupo acetoxi terminal de vinil-caulerpenina, o qual
apresentou distintos residuos de cadeias de &cidos graxos.*® Outros dois
sesquiterpenos acetilénicos foram reportados em C. flelixis, a flexilina (32) e C.
mexicana, a trifarina (33).4344

Identificou-se, também, na C. racemosa um novo sesquiterpenoide, o
acido 10-ceto-3,7,11-trimetildodecanoico (34)%? e em estudo continuado partindo
do extrato cloroférmico, novos cinco subsequentes aromaticos foram reportados
pela primeira vez nessa espécie, sendo eles: 1,5-difenil-1,4--pentadieno (35),
trans-cinamil-1-fenil-2-propenil éter (36), dicinamil éter (37), cinamil-3-fenil-1-

propenil éter (38) e cinamil-dihidro-cinamato (39).2% A substancia 1,5-difenil-1,4-
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pentadieno também foi reportada posteriormente na C. racemosa em estudo
mais recente.®

Em outro estudo, o qual igualmente utilizou-se a C. racemosa, constatou-
se que dois novos para-xilenos prenilados sugeridos com sistema de anéis
indano atipico reportaram-se pela primeira vez em espécie de alga marinha. O
primeiro denominado de caulerprenilol-A (40), isolado como um pd branco
amorfo e opticamente inativo, sua estrutura molecular é derivada de benzeno,
simetricamente tetrasubstituido com dois grupos metil para-substituido e dois
grupos orto-substituido de hidrometil-butenil, o segundo para-xileno nomeado
caulerprenilol-B (41), molecularmente também € um derivado de benzeno para-
disubstituido por grupo metil, sendo que ao anel benzeno esta ligado um anel de
cinco membro, o qual possui trés substituintes que consiste nos grupos:
isopropdxi-2 em C-15, isobuteno em C-9 e uma hidroxila em C-14.14

Para além desses, mais dois outros compostos do grupo dos para-xilenos,
sendo eles rishitinol (42) e ocidol (43), evidenciando que substancias com tais
caracteristicas sao extremamente raros na natureza, e que a presenca delas na
C. racemosa torna a sua fonte de compostos secundarios mais variada.'?> O
ocidol também foi relatado em posterior estudo com C. racemosa.'®

Para mais, nove compostos contendo cadeia carbénica derivada de fitol
foram isolados da C. racemosa. Este estudo inclui trés diterpernoides, um par de
epimeros, denominado de racemobutendlidos a e 8 (44), porque possui um
carbono quiral com esteroquimica indefinida e o 40,50-deidodicodiconema (45),
além desses foram identificados os seguintes compostos: cacoespongionolideo-
C (46), 16-trans-fitol (47), 17-trans-fitil-acetato (48), dois compostos analogos (49
e 50) a este, a-tocoespirol-A (51), a-tocoespirona (52) e um composto isolado
como um pé amorfo branco, estruturalmente semelhante ao composto conhecido
como a-tocoferol, o diferencial se da pela substituicdo da hidroxila do anel de
benzeno presente no a-tocoferol pelo grupo 3,5-dimetilfenoxil. O composto tem
por nome a-tocoxilenoxi (53), sendo esse o primeiro relato de produto natural
com esse substituinte. Todos esses compostos foram identificados por dados de
espectrometria.t’

Outrossim, os metabdlitos secundarios, a alga C. racemosa apresentam
substancias que séo precursoras de muitos produtos naturais, a exemplo disso,

o trabalho com extrato de diclorometano (CH2Cl2), isolou e identificou as
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seguintes substancias, a e B tocoferol (54a e 54b), o esqualeno (55) e acido
oleico (56).144°

Em uma espécie coletada na Costa do mar da China, C. taxifolia (Vahl) C.
AGARDH, através do seu extrato de acetona, isolados e identificados,
encontraram-se dois novos sesquiterpenos. Os quais contém um esqueleto de
carbono tipo valerenano aromatico incomum, isto porque um composto muito
semelhante a estes s6 tinha sido reportado na espécie Valeria officinalis , sendo
nomeado de &cido Valeriano. Porém, o trabalho evidenciou a ocorréncia de dois
novos compostos com esqueleto Valeriano em alga marinha: o primeiro,
nomeado de caulerpal-A (57), e o segundo caulerpal-B (58), ambos séo
biciclicos, ou seja, tem dois anéis: um anel aromatico e outro ligado a ele de
cinco membros, o anel aromatico nos dois compostos € paradissubstituido pelos
grupos pernil e aldeido, enquanto que o outro anel é trisubstituido. No caulerpal-
A os substituintes sdo metil e hidroxila em C-3 e éster metilico em C-2 e no
caulerpal-B para C-3 sdo metil e metoxila e uma hidroxila em C-2,%° esses
compostos também foram relatados na espécie de C. racemosa.'® Num estudo
continuado, desta vez utilizando C. racemosa, obteve-se um total de quatro
isolados, entre eles um composto inédito, classificado com &cido graxo
poliacetilénico (59) e um outro acido graxo (60), semelhante com diferenca
apenas pela auséncia do grupo éster terminal,os quais ja foram reportados em
outras espécies do Género como a C. lentillifera, C. chemnitzia, C. taxifolia, C.
faredi.*6

Por conseguinte, demais trabalhos com a C. taxifolia, mencionam-se 0s
seguintes sesquiterpenos: o aldeido taxifolial A (61). Na molécula desse
elemento, observa-se um desvio de ligacdo dupla do carbono 2 (C2) para o
carbono 3 (C3) que altera o enol-éster para uma funcionalidade de éster alilico,
isto torna esse composto isdbmero com 13. O taxifolial B (62), € uma a mistura de
diastereoisdmeros formadas pela oxidacdo do 12, enquanto que o taxifolial C
(63) € uma forma oxidada do 61, mais ainda um aldeido inédito monoterpeno do
género Caulerpa, o taxifolial D (64) pode ser considerado como um produto de
degradacdo da caulerpinina ou um precursor desses compostos citados.*’

Neste género, algumas espécies apresentam diterpenos e
sesquiterpenos, monociclico e biciclicos, os quais foram elucidados por anéalises

de espectrometria, por isto sabe-se que a(s) estrutura (s) molecular (s) apresenta
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como grupo substituinte no anel principal um sistema de aceto-enol. Na C. flexilis
encontrada na Australia encontram-se dois desses compostos: um monoanelar
(65) e outro bianelar (66).%® Ao passo que na C. ashmeadii, coletada na costa
das Filipinas, reportam-se oito compostos monoanelares, trissubstituidos que
diferem entre si principalmente pelo ligante em C-2, o qual consiste numa cadeia
carbodnica insaturada com presenca de éster e/ou aldeido terminal (67 a 75)3244
e outro composto desse mesmo tipo foi reportado na C. racemosa (76).1° Todas
as estruturas quimicas desses terpenos supra citados estao listadas nos Quadro
2.

Outro grupo de compostos encontrados nessas algas sao os esteroides,
0S quais constituem um grande grupo de compostos sollveis em gordura,
contendo uma estrutura basica de dezessete atomos de carbono dispostos em
guatro anéis ligados entre si. Reporta-se nesse género, o B-sitosterol (77)* e
sete derivados de estigmasterol (78 a 84) isolados de C. racemosa entre eles o
ergosterol.’>17 Além do mais, quatro esteroides conhecidos foram relatados,
entre eles cleionasterol e ergosterol (85 e 86), os quais foi pela primeira vez
mencionado em C. racemosa enquanto que os outros dois, fucosterol (87) e
colesterol (88) tém distribuicAo mais ampla, sendo encontrados em outras
espécies como C. taxifolia, C. lentifera e C. sertulariodes.1522:4146.49.50 Todas as
estruturas quimicas esteroides naturais supracitados estédo listadas nos Quadro
3.



106

Quadro 2. Estruturas quimicas de terpenos isolados no género Caulerpa

e Espécie (s) de
Estrutura (s) quimica (s) o
Caulerpal/referéncia (s)

O
o
(@]
P |
T og0 ‘o C. prolifera, C. racemosa
ﬁ/ o)\ C. taxifolig?2540-42,47,48
12

C. taxifolia®’
13
Oxitotoxina
o\fo
é NS =
o .
A C. prolifera®?
o)
14

(2)-2-((E)-4,8-dimetil-non-3-em-5-in-1-

iledeno)-butano-1,4-diol-diacetato

OH

XN =
Z
OH C. prolifera*?
15
(2)-2-((E)-4,8-dimetil-non-3-em-5-in-1-

ilideno)-butano-1,4-diol
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= OR

2a
R=CO(CH2)s(CH=CHCH2)2(CH2)4CHs
2b R=CO(CH2)14CHs3

2¢c R=CO(CH2)s(CH=CH-CH2)3CH2CHs
2d R=CO(CHz)2(CH=CH-CHz)sCH2CHs3
2e R=CO(CH2)16CHs

2f
R=CO(CH2)9CH=CH(CH2)9(CH2)7CHs3
29 R=CO(CHz)2(CH=CH-
CH2)4(CHz2)4CH3s

2h R=CO(CH2)4(CH=CH-CH2)3CH2CH3
2i R=CO(CH2)3(CH=CH-CH2)4CH2>CHs

C. prolifera*®

3a R=CO(CH2)12CHs

3b R=CO(CH2)7CH=CH(CH2)sCH3

3c R=CO(CH2)14CHs

3d R=CO(CHz)s(CH=CH-
CH2)2(CH2)4CHs

3e R=CO(CH2)4(CH=CH-CH2)3CH2CH3
3f R=CO(CH2)7CH=CH(CHz)CHs

C. prolifera*®

32

C. flexis, C. mexicana*344

C. mexicana**
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Trifarina
o)
\HJ\/\(\/\(\[(OH
o) C. racemosa?241
34

10-ceto-3,7,11-trimetildodecanoico

35
1,5-difenil-1,4-pentadieno

C. racemosa?31>

oy

36

trans-cinamil-1-fenil-2-propenil éter

C. racemosa??

SRR

dicinamil éter

C. racemosa??

@MM@

cinamil-3-fenil-1-pronoil éter

C. racemosa?3

o =
O
39

cinamil-dihidro-cinamato

C. racemosa??
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/Q\
(L)~
OH
40
Caulerprenilol-A

C. racemosal3

OH
X
Z

OH
41

Caulerprenilol-B

C. racemosal?

Ho)[
HO"
42

Richitinol

C. racemosals

43

Ocidol

C. racemosal31®

44

Racemobutendlidos a e 8

C. racemosal’

45
40,50-deidodicodiconema

C. racemosal’
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C. racemosal’ 46

46

Cacoespongionolideo-C

HO =

C. racemosal’ 46
47

16-trans-fitol

C. racemosal’
48

17-trans-fitol-acetato

C. racemosal’

a-tocoferolquinona

C. racemosal’
50

4”5 -dihidrodiodictionema

o

",

C. racemosal’
51

a-tocoespirol-A

C. racemosal’

a-tocoespirona
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C. racemosal’

a-tocoxilendxi

HO
C. racemosa?*®

54

a-tocoferol

C. racemosa*®

55
Esqualeno
0
\/\/\/\A/\/\/\)J\OH
56 C. racemosa*
Acido oléico

C. taxifolia?®

57
Caulerpal-A

C. taxifolia?®
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Caulerpal-B

// OH

(8E,12Z,157)-10-metiloctadeca-
8,12,15-trien-4,6-acido dienoico

C. racemosa?t

(11E,15Z,187)-13-metilhenicosa-
11,15,18-trien-7,9-dieno-2,4-diona

C. racemosa*®

\I¢O
H
O Loy
_ N NS \O
N~ o\fo
61
Taxifolial-A

C. taxifolia®’

o
oY
o)
|
N
\\‘/ 0
o)\

62

Taxifolial-B

C. taxifolia®’

m O
N Ne

Pz (0]
~ OYO /go

63

Taxifolial-C

C. taxifolia®’
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\

R _

I
O

64
Taxifolial-D

C. taxifolia®’

(E)-2((E)-2-((S)-2,6,6-trimetilcicloex-2-
eno-1-il)-vinil)-but-2-eno-1,4-diol
diacetato

C. flexilis*8

(1E,32)-3-(2-((1R,8aS)-5,5,8a-trimetil-
1,4,4a,5,6,7,8,8a-octahidronanaftaleno-
1-il)-etildieno)-pent-1-eno-1,5-diil
diacetato

C. flexilis*8

OH

(12,32)-2-((E)6-((1S,2S)-2-hidroxi-
2,6,6-trimetilcicloexil)-4-metilex-3-en-1-
il)-buta-1,3-dieno-1,4-diil diacetato

C. ashmeadii*4

Kook

C. ashmeadii3?
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68
(1Z,42)-4-etilideno-6-(2,6,6-
trimetilciclohex-2-en-il)-hex-1-eno-1,5-

diil diacetato

69
(1E,3E)-3-formil-5-(2,6,6-
trimetilciclohex-2-em-1-il)-penta-1,3-
dien-1-il acetato

C. ashmeadii3?

70
(E)-2-(2-(2,6,6-trimetilcicloex-2-en-1-il)-

etilideno)-suquicinaldeido

C. ashmeadii®?

71
(E)-2-(2-oxoetil)-4-(2,6,6-trimetilcicloex-

2-em-1-il)-but-2-en-1-il acetato

C. ashmeadii®?

72
(2)-2-((E)-2-acetoxivinil)-4-(2,6,6-

trimetilcicloex-2-en-1-il)-but-2-en-1-il

palmitato

C. ashmeadii®?
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73
(2)-2-((E)-2-acetoxivinil)-4-(2,6,6-

trimetilcicloex-2-em-1-il)-but-2-en-1-il

pentadecanoato

C. ashmeadii®?

74
(1E,3E)-2-(2,6,6-trimetilcicloex-2-em-1-
il)-etil)-buta-1,3-dieno-1,4-diil diacetato

C. ashmeadii3?

75
(1E,3E)-5-(2,2-dimetil-6-

metilenocicloexil)-3-formilpenta-1,3-

dien-1-il acetato

C. ashmeadii®?

76
(E)-5-ox0-1-(2,6,6-trimetilcicloex-2-en-

1-il)-pent-1-en-il acetato

C. racemosal®

Quadro 3: Estruturas quimicas de esteroides isolados no Género Caulerpa
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Estrutura (s) quimica (s)

Espécie (s)/referéncia

77

[B-sitosterol

C. racemosal®4°

78
Caulerpenona

C. racemosal’

79

(24R)-saringosterol

C. racemosal’

80
(24S)-saringosterol

C. racemosal’

81
3pB-hidroxicolesta-5,22(E)-dien-24-ona

C. racemosal’

C. racemosal’
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24S,28R-epoxifucosterol

H

H

HO

83

C. racemosal’

84
(3B,23E)-estigmasterol-5,3-dieno-3,28-
diol

C. racemosal’

85
Cleionasterol

C. racemosa?*®

86

Ergosterol

C. racemosal®4!

87
Fucosterol

C. racemosal’ 46
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HO
88
Colesterol

C. racemosa?*®
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ATIVIDADES BIOLOGICAS INVESTIGADAS NO GENERO CAULERPA

Nos ultimos anos os extratos e alguns metabdlitos secundérios, como
também fracdes de polissacarideos de espécies do género Caulerpa, foram

investigados e mostraram significativas propriedades terapéuticas.

Extratos e fracdes

De acordo com uma analise realizada com o extrato diclorometano de C.
prolifera, pode-se notar uma atividade moderada a significativa contra seis
espécies de bactérias marinhas nao identificadas, entre elas: gram-positivas e
gram-negativas. Ainda, avaliou-se, também, a inibicdo do crescimento da
microalga Phaedactylum tricornutum, o que comprovou a eficacia biocida do
extrato.*°

Outras pesquisas avaliaram o efeito fertilizante do extrato aquoso da C.
chemnitzia em sementes de Vigna sinensis (feijdo-de-corda). No qual, observou-
se que as sementes, embebidas na solucéo extrativa, obtiveram uma melhoria
no crescimento, incluindo os parametros de comprimento do broto e raiz, peso
fresco, peso seco e na composi¢cdo bioquimica, em comparacdo as sementes
embebidas apenas com agua.®! Por conseguinte, em um trabalho posterior, foi
constatado que o efeito do extrato liquido da alga C. scalpelliformis no
crescimento e nos constituintes bioquimicos de Vigna mungo em pequenas
concentragbes de extrato, ocasiona um aumento na porcentagem de
germinacao, no comprimento da parte aérea, no comprimento da raiz, além dos
constituintes bioquimicos. Entre eles estdo a clorofila, o carotenoide e o
aminoécido da planta, sendo, portanto, uma excelente opcdo de fertilizante
organico.>?

Ademais disso, trabalhos recentes verificaram a atividade antibacteriana
in vitro. Utilizou-se extratos da C. racemosa obtidos com solventes de diferentes
polaridades, os quais foram testados em ensaios por difusdo em agar contra as
seguintes bactérias: Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas
aeruginosa. Todos o0s extratos apresentaram atividade antibacteriana moderada

(zona de inibicdo < 15 mm), dos quais apenas o extrato butandlico apontou
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atividade significativa, confirmando que esta alga pode ser usada como uma
possivel fonte de compostos antimicrobianos.?

Isto posto, ainda foi possivel constatar em um estudo divergente, os
solventes hexano, cloroférmico, etilacetato, acetato, e metanol, usados para
compor solucgdes extrativas de C. chemnitzia, C. racemosa e C. scalpelliformis.
As quais foram avaliadas pelo método de difusdo em disco, a fim de verificar a
acao bacteriana, e relatou-se que quaisquer dos extratos das trés espécies
demonstraram acdo bactericida moderada contra a bactéria Enterococcus
faecalis, sendo o extrato de acetato de etila da C. racemosa 0 que teve maior
atividade antibacteriana sugerindo, deste modo, o uso dele como agente
antibacteriano para o tratamento de infeccdes causadas por E. faecalis.>

Ao que tange as propriedades anti-inflamatorias, a literatura expde as
solucdes aquosa e metandlica de C. mexicana como imunomoduladora em
modelos in vitro, as quais agiram inibindo macréfagos a produzirem as citocinas
pro-inflamatorias interleucina-6 (IL-6), IL-12 e Fator de necrose tumoral (TNF).
Além disso, 0 mesmo grupo examinou o efeito anti-inflamatorio in vivo indicando,
pela primeira vez, que extratos da C. mexicana suprimiram a migracdo celular
em modelos de peritonite e edema de orelha induzidos por irritantes quimicos.®

Em continuidade a este trabalho supracitado, a mesma equipe comp®s
solucbes com diferentes solventes (metanol, acetato, hexano e cloroférmio) de
C. mexicana e C. sertularioides, para esta ultima exceto o acetato de etila ndo
foi usado, como resultado obtiveram as atividades antinociceptiva e anti-
inflamatoria pronunciada em varios modelos de nocicepc¢éo (teste de contorcgéo,
teste de placa quente e teste de nocicepcéo induzido por formalina).>®

Para mais disso, um trabalho avaliando a atividade imunoestimulatoria (in
vitro), constatou um estimulo na proliferacdo de macréfagos e na producao da
enzima oxido-nitrico sintase, ocasionado por quatro fragées purificadas (CLGP1,
CLGP2, CLGP3, CLGP4) oriundas da C. lentillifera, no meio delas a fracdo
CLGP4 obteve melhor atividade.®>” Ademais, ainda com a mesma espécie, 0
efeito antidiabético do extrato etandlico foi avaliado e demonstrou possuir
atividade significativa na diminuicdo das enzimas dipeptidil peptidase-1V e a-
glucosidase, e um aumento significativo na secre¢éo de insulina.>®

Com relacdo a atividade antinoceptiva, uma pesquisa investigou em

diferentes modelos de nocicepcdo, o extrato metanolico bruto e as fases n-
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butandlica, cloroférmica e acetato de etila de C. racemosa, os resultados
demonstraram uma reducao significativa na nocicepc¢ao produzida pelo acido
acético dos extratos em 47,39 %, 70,51 %, 76,11 % e 72,24 %, respectivamente.
Ainda, realizou-se um ensaio em placa quente, cujas fases cloroférmicas e
acetato de etila foram ativas. Na fase neurogénica do teste de formalina,
observou-se que o extrato metanodlico bruto, a fase n-butandlica e a fase
cloroférmica foram eficazes em inibir a resposta nociceptiva. E na fase
inflamatoria, relatou-se que a fase acetato de etila foi capaz de inibir a resposta
nociceptiva, apresentando um significativo efeito anti-inflamatorio.>°

E possivel afirmar, ainda, que estudos envolvendo fragdes polissacaridica
sulfatadas obtidas de C. cupressoides var. lycopodium , a partir de digestéo
proteolitica e separadas em diferentes fracbes de polissacarideos por
cromatografia de troca anibnica, foram investigadas em relacdo a acdo
anticoagulante. Uma das fracbes mostrou atividade anticoagulante, além de
antitrombdtica nas doses de 1,0 e 2,0 mg / kg (peso corpéreo), e em
concentracdes maiores que 2,0 mg / Kg exibiu efeito pro-trombolitico, sendo este
ensaio avaliado como modelo experimental de tromboses venosa em ratos.°

Sendo assim, a priori, a acao anti-herpética in vitro, investigada usando
fracdo polissacaridica sulfatada de C. racemosa, verificou-se a inibicdo da
proliferacdo do herpes virus simples tipo | (HSV-1) e tipo Il (HSV-2), com
concentracéo efetiva antiviral de cinquenta por cento.*°

A posteriori, em outro trabalho, um polissacarideo sulfatado de baixo
peso molecular, conseguido a partir da mesma espécie, formou um complexo
ibnico com a enzima fosfolipase A2 presente no veneno de Crotalus durissus.
Este complexo foi testado e apresentou aumento significativo na atividade da
enzima, como também na atividade antibacteriana e no efeito edematogénico,
assim, os resultados propde uma aplicagéo pratica do complexo como um agente
antibacteriano natural para uso em humanos e animais.®* O mesmo grupo de
pesquisa avaliou também a atividade leishmanicida do polissacarideo sulfatado
extraido da C. racemosa, coletada na costa de Fortaleza-Brasil, por meio de
ensaios in vitro, e demonstrou a acao significativa destes polissacarideos na
inibic&o e no crescimento de formas promastigotas de Leishmania amazonensis,

obtendo um com valor de concentragao inibitéria (IC) em 34,5 ug / mL.%2
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Além do mais, reporta-se outras acdes biolégicas para o Género
Caulerpa, como por exemplo, a atividade larvicida significativa contra mosquitos
Aedes aegypti, com extrato acetdnico de C. scalpelliformis obtendo com um valor
de concentracgéo larvicida (LC) em 54 mg / L.%2 Pois, um posterior estudo relatou
sobre o efeito larvicida do extrato etandlico da espécie C. racemosa contra as
larvas do mosquito A. aegypti, com LC em (0.0556 +0.010 3) ug / mL.%*

Outrossim, o potencial osteogénico de amostras enriquecidas com
polissacarideos sulfatos de C. prolifera foi testado em células-tronco humanas,
verificando-se 0 aumento da atividade enzimatica (fosfatase alcalina) e por
consequéncia, um acréscimo de calcio na matriz extracelular, propondo um
potencial osteogénico para estas amostras. Para mais, nao exibiram acao
genotodxica significativa, sugerindo-as para as terapias de regeneracdo éssea.®®

Posto isto, 0 Quadro 5 resume as principais atividades bioldgicas

realizadas com extrato e fragdes de Caulerpa.
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Quadro 5. Atividades biologicas dos extratos e fracdes do Género Caulerpa

Espécie (s) de

Atividade (s) bioldgica

Extrato/fracao N
Caulerpa & (s)/referéncia
: Metandlico, acetato, Antinociceptiva e anti-
C. mexicana o PR , Ve =6
hexanico e cloroférmico inflamatoria
C. mexicana Metanolico e aquoso Anti-inflamat6ria®®

C. sertularioides

Metanolico, cloroférmico
e hexanico

Antinociceptiva e anti-
inflamatoria®®

C. racemosa

Metandlico e fracbes(n-
butandlica,
cloroférmica e acetato
de etila)

Antinociceptiva®®

C. racemosa

Metandlico, etandlico,
butandlico, acetona,
cloroférmico e
diclorometano

Antibacteriana®?

C. racemosa

Fracao polissacaridica
sulfatada

Antiviral1©

C. racemosa

Fracao polissacaridica
sulfatada

Antibactericida e
endematogénica®®

C. racemosa

Fracao polissacaridica
sulfatada

Leishmanicida®?

C. racemosa

Extrato etandlico

Larvicida®3

C. racemosa

Acetato de etila

Antibacteriana®*

C. lentillifera Etanodlico Antidiabética®®
Polissacaridica (CLGP1,
C. lentillifera CLGP2, CLGP3, Imunomoduladora®’

CLGP4)

C. cupressoides

Polissacaridica
sulfatada

Anticoagulante
(antitrombotica e pro-
trombolitica)>®
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Antibacteriana e

C. prolifera Diclorometano Biocida®
C. prolifera Polissacaridica Potencial osteogénico®*
sulfatada
C. chemnitzia Aguoso Fertilizante®!
C. scalpelliformis Acetdnico Larvicida®?
Promotor de
. : crescimento e aumento
C. scalpelliformis Aguoso

do valor nutricional da
Vigna mungo®?




125

Substancias isoladas

Primariamente, a Caulerpenina, um metabdlito majoritario da C. taxifolia
fez-se anunciada, ela exibiu propriedades antibacterianas e antifingicas, como
também apresentou toxicidade para peixes, larvas e outros organismos
marinhos.3? Qutro composto isolado foi a caulerpina, pertencente a classe dos
alcaloides e esti presente na maioria das espécies desse género, um dos
primeiros relatos do seu isolamento foi no ano de 1987. O composto foi obtido a
partir dos extratos de varias espécies, principalmente da C. sertularioides e C.
racemosa, Vverificou-se a eficiéncia desses extratos como promotor de
crescimento, através do estimulo do crescimento da raiz e brotos em diferentes
sementes de vegetais.®®

As substancias caulerpina e acido caulerpinico isoladas da C. racemosa,
demonstraram ter atividade inseticida, a medida que aumentou a concentracao
das substancias, e a acao foi proporcionalmente mais pronunciada.** Em outra
pesquisa, a caulerpina obtida da C. lamouroux manifestou ter agdo contra o
herpes simples virus tipo | (HSV-1), por inibicdo da expressao de proteinas das
fases alfa e beta do ciclo de replicacdo do virus, sugerindo que a caulerpina é
uma substancia promissora para a terapia contra a HSV-1.%7

Constatou-se também que a caulerpina, extraida de Caulerpa
sertularioides e Caulerpa mexicana, apresentou potencial antinociceptivo a partir
da avaliacdo dos testes de contor¢éo, teste de placa quente, dor induzida pela
formalina, edema de orelha induzido por capsaicina e peritonite induzida por
carragenina em camundongos®. Em estudo subsequente, 0 seu mecanismo de
acao antinociceptivo foi avaliado e elucidado externando que ocorre pelas vias
de ativagao, as quais envolvem receptores alfa2-adrenoreceptores e receptores
do tipo 5- HTs, sendo indicado para desenvolvimento de novos farmacos
analgésicos de dupla ac&o.%8

Em outra pesquisa, demonstrou-se pela primeira vez que caulerpina
isolada de C. sertularioides e C. mexicana apresentou efeito espasmolitico ndo
seletivo quando testada no ileo do porquinho da india. De acordo com o0s
achados, o efeito espasmolitico da caulerpina provavelmente envolve a inibicdo

do influxo de Ca?* através do canal de célcio dependente da tens&o.%°
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As substancias caulerchlorin e monometil caulerpinato tem acé&o
antifangica contra Cryptococus neoformans, enquanto 2-5 tem acao anti-
inflamatéria.3® Em trabalhos continuos este mesmo grupo verificou que 0s
caulerpreniléis A e B apresentaram atividade antifingica moderadamente
seletiva contra oito espécies fungos,*® ao passo que as substancias racemosins
A e C mostraram efeito neuroprotetor potente contra o dano celular induzido por
A-betazs-3s e atividade inibitéria contra a PTP1B (uma grande familia de enzimas
de sinalizacdo que controlam varias funcbes celulares fundamentais),
respectivamente.®

Ademais, um estudo atribuiu, inicialmente, o potencial dos metabdlitos
caulerpina e &cido caulerpinico oriundo de C. cylindracea, como estratégia de
tratamento do carcinoma ovariano humano, os resultados mostraram que os dois
compostos inibiram seletivamente o complexo mitocontrial 11.7°

Em outros experimentos mais recentes, tendo a caulerpina isolada de C.
racemosa como substrato de partida, realizou-se a semi-sintese de quatorze
analogos dela, dentre esses, doze foram reportados pela primeira vez na
literatura. O processo deu-se por reacdes de substituicdo na posi¢cado N-inddlica
por grupos alquil, benzil, alil, propargil e acetato de etil, mono e di substituidos,
assim como a obtencdo de seus derivados &cidos, tal estudo mostrou que sete
dos analogos semissintéticos foram capazes de promover diminui¢cdo do efeito
citotoxico do protétipo e/ou maior atividade antiviral frente ao virus herpes
humano tipo I, além do que uma mistura de analogos exibiu potente atividade
antifingica frente as cepas de Candida spp..?® Para mais uma lectina extraida
da C. cupresssoides foi positiva para efeito antinociceptivo e anti-inflamatério na
articulacao temporomandibular de ratos quando administrada como pré-
tratamento nesse modelo de inflamacé&o induzida, visto que promoveu a reducéo
da hipernocicepcéo inflamatoria.’*

Por fim, uma analise realizada com novos derivados sintéticos de
alquilamida, tendo com substrato de partida, a racemosina-B, um alcaloide
inddlico natural, originalmente isolado da alga C. racemosa evidenciou que
essas substancias sintéticas possuem uma atividade de moderada a forte na
inibicdo do crescimento de células cancerigenas de mama humano.”?

De forma sucinta as atividades das substancias isoladas estéo listadas no
Quadro 6.
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Quadro 6. Atividades bioldgicas atribuidas substancias isoladas do género

Espécie (s) de Caulerpa

Composto(s) isolado (s)

Atividade (s) bioldgica
(s)/referéncia

C. racemosa

Caulerpina

Antinoceptiva e anti-

inflamatoériat’

C. racemosa

Caulerprenilol Ae B

Antifangica®?

C. racemosa

Racemosina Ae C

Neuroprotetor?’

C. racemosa

Caulerpina e 4cido

caulerpinico

Atividade insecticida*!

C. racemosa

Caulerpina e analogos

Atividade antifangica e

antiviral?®

C. racemosa e C.

sertularioides

Caulerpina

Promotor de crescimento de

plantas®®

Antibacteriana e

C. taxifolia Caulerpenina o
antifungica3?
o _ Inibicdo da proteina tirosina
C. taxifolia Caulerpina
fosfatase 1B%®
_ Acéao contra o herpes
C. lamouroux Caulerpina _ ] _
simples virus tipo | (HSV-1)%®
. . Antinociceptiva e Anti-
C. cupressoides Lectina (CclL) _ .
inflamatéria’?
C. sertularioides e Caulerpina Efeito espasmolitico®®

C. mexicana

C. cylindracea

Caulerpina e Acido

caulerpinico

Tratamento do carcinoma

ovariano humano”

C. racemosa

Racemosina-B e derivados

Atividade anticancerigena’?
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CONCLUSAO

O Género Caulerpa possui perfil quimico amplamente diversificado, sendo
descritos substancias das classes dos alcaloides (tipo indélicos), dos terpenos,
0s quais tém conteddo mais amplo, tendo derivados de sesquiterpenos
acetilénicos, derivados aroméaticos, compostos inspirados em esqueleto
valeriano, acidos graxos, diterpenos e terpenos ciclicos, o qual inclui tanto
substancias monociclicas, quanto biciclicas. Nao somente isso, mais também
possui esterdides, um deles amplamente distribuido em muitas espécies
vegetais, o0 colesterol e os outros derivados de estigmasterol. Entre eles
destacam-se o ergosterol, fucosterol e cleionasterol.

Dentre as espécies do género Caulerpa racemosa, a mais estudada em
termos de atividade biolégica, exibe propriedades antibacteriana, antiviral e
endematogénica. Por conseguinte a C. mexicana, C. prolifera, C. lentillifera, C.
sertularioides, C. cupressoides, C. chemnitizia e C. scalpelliformes, as quais
foram testadas e comprovadas as atividades anti-inflamatoria, antinociceptiva,
antidiabética, imunomoduladora, osteogénica, fertilizante e promotora de
crescimento de sementes.

A caulerpina foi a substancia isolada mais testada em ensaios biologicos,
(antinociceptiva, anti-inflamatéria, antifingica, antiviral, espasmolitica,
anticancerigena, insecticida e promotora de crescimento em vegetais), seguida
pelo acido caulerpinico (anticancerigena e inseticida), caulerpreniléis A e B
(antifngica), racemosina A e C (neuroprotetora), racemosina-B
(anticancerigena) e caulerpenina (antibacteriana e antifingica).

Destarte, segundo os dados supracitados, é possivel inferir que o Género
Caulerpa é abundante em diversidade quimica, ademais de propriedades
biolégicas. Dessa forma, portanto, faz-se necessario mais estudos para explorar
suas substancias em diferentes areas de impactos econdmicos, seja para
compor alimentos nutracéuticos, seja para producdo de novos farmacos e/ou

produtos que promovam bem-estar para o homem e animais.
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